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Abstract (dansk) 
Børsteormene Marenzelleria er udbredt i Europa, men i Danmark er der indtil videre kun 
identificeret en siblingeart Marenzelleria viridis, på trods af, at den nærtbeslægtede 
Marenzelleria neglecta er fundet tæt på Danmark. Det er yderst vanskeligt, at skelne 
morfologisk mellem de to arter, og derfor kan genetisk PCR/RFLP metode anvendes. I dette 
studie, er der foretaget en felttur til Lolland/Falster, hvilket blev valgt som et muligt sted at 
finde Marenzellera neglecta. Dernæst har vi designet laboratorieforsøg på baggrund af 
manglede PCR produkter ved et tidligere studie af Marenzelleria foretaget af Christoffersen 
(2010). Formålet med laboratorieundersøgelserne er dermed at optimere udbyttet af PCR, når 
primerne COI, 16S og 18S anvendes med template DNA fra børsteorme, der ikke tidligere 
har givet PCR produkt. PCR reaktionen blev optimeret ved at fortynde DNA prøverne, sænke 
koncentrationen af primerne 16S og 18S, skifte Mastermix fra Qiagen til Dream Tag samt 
tilsætte BSA. Resultaterne viste, at der fremkom PCR produkt ved 18% for COI, 30% for 16S 
og 38% for 18S, og det tyder dermed på, at der har været inhibitorer i PCR prøverne. Ved 
RFLP tydede det på, at 15 børsteorme ud af 45 var M. viridis. Alle PCR prøverne med det 
nukleare DNA 18S var skåret med restriktionsenzymet Cfr13I, specifikt for M. viridis, og 
ingen blev skåret med enzymet EaeI, der er specifikt for M. neglecta. Hvis begge enzymer 
havde skåret halvdelen af PCR produktet, ville der være tale om en hybrid af arterne. Ingen af 
PCR produkterne med 16S blev skåret med SspI, og derved er ingen af børsteormene M. 
neglecta. I tilfældene hvor der ikke fremkom PCR produkt, kan der teoretisk være tale om en 
ny siblingeart, eller der kan være yderligere problemer med inhibitorer.   
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Abstract (English) 
The Marenzelleria species are widely distributed in Europe but in Denmark only 
Marenzelleria viridis has been identified so far, even though the closely related sibling specie 
Marenzelleria neglecta has been detected in areas near Denmark. It is very difficult to 
distinguish between the two species from morphological studies, but genetic methods 
(PCR/RFLP) can be used. In this study, we made a field trip to Lolland/Falster where we 
expected to find M. neglecta. Next, we designed an experiment to investigate the lack of PCR 
product from a previous study of Marenzelleria spp. by Christoffersen (2010). The aim of this 
experiment was to optimize the yield of PCR when the primers COI, 16S and 18S were used 
together with template DNA from the worms that didn’t previous yield a PCR product. The 
PCR reaction was optimized by dilution of DNA, using lower primer concentrations from 
16S and 18S, changing the Mastermix from Qiagen to Dream Tag and by adding BSA. The 
results shows that we obtained PCR products from 18% of the worms with COI, 30% with 
16S and 38% with 18S. These results suggest the presence of inhibitors in the DNA samples. 
The results from RFLP suggest that 15 out of 45 worms studied were M. viridis. All the PCR 
samples with nuclear DNA 18S were cut by the restriction enzyme Cfr13I, specific for M. 
viridis, and no samples were cut by the enzyme EaeI, which is specific for M. neglecta. If 
both the enzymes had cut half of the PCR product each, then the DNA must come from a 
hybrid of the two sibling species. None of the PCR product were cut by SspI and thus none of 
the worms were M. neglecta. In the cases were the DNA was not amplified, it is theoretically 
possible be a new sibling species or there still may be inhibitors present that cause the lack of 
PCR products.  
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Forord 
Dette er en Bachelor rapport for Nanna Høegh Jensen i Almen Biologi, og en 
Bachelormodulsrapport for Safa Maarouf i Molekylærbiologi. Den er udarbejdet på Roskilde 
Universitet (RUC) og med felttur til Lolland/Falster i forårssemestret 2011, i samarbejde med 
Birgitte Bendiks Knudsen og Jasna Mozina, der har skrevet en rapport med en miljøbiologisk 
indgangsvinkel på Marenzelleria børsteorme. Begge rapporterne tager udgangspunkt i et 
speciale af Kenn Christoffersen fra 2010. Han har indsamlet Marenzelleria børsteorme fra 
hele Danmark, med henblik på at identificere siblingearter og kortlægge udbredelsen af dem. 
Vi har haft adgang til alle DNA prøver og materiale, som han har benyttet. Hensigten er, at 
andre med biologisk baggrund, kan benytte denne rapport, og det er specielt interessant for 
dem der er interesserede i PCR inhibering.  
 
Der skal lyde en særlig tak til Gary Thomas Banta, for kyndig vejledning i forbindelse med 
feltturen og miljøbiologiske overvejelser. Ligeledes lyder en særlig tak til Tove Atlung for 
kyndig vejledning og udlån af laboratorium under hele forløbet. Derudover skal rettes en tak 
til Kirsten Olesen for laboratorievejledning, en tak til PhD studerende Mie Frid Jensen for 
vejledning omkring BSA, og en særlig tak til Anne Lise Mårup for hjælp i laboratoriet. 
 
 
 
 
 
 
 
1. Juni 2011 Nanna Høegh Jensen og Safa Maarouf 
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Indledning 
Børsteormene Marenzelleria er en invasiv art i Europa, som sandsynligvis er spredt hertil via 
skibstransport fra Nordamerika (Bastrop & Blank 2006; Christoffersen 2010). Når disse 
invasive arter spredes i habitater, der er udenfor deres naturlige geografiske udbredelse, kan 
det have stor betydning for hjemmehørende organismer. Invasive arter kan være konkurrenter 
til de hjemmehørende arter, de kan være prædatorer, eller de kan være patogener. Derudover 
er der mulighed for, at invasive arter kan krydse med hjemmehørende beslægtede arter, 
hvorved det kan ende med, at den lokale art forsvinder. Derved kan invasive arter ændre den 
økologiske balance, som er opstået gennem mange års evolution. Det skyldes, at mennesket 
ændrer hastigheden, hvorved organismerne bliver spredt, og de naturlige arter har ikke 
mulighed for at tilpasse sig ændringerne så hurtigt (Naturrådet 2001).  
Der findes 5 siblingearter af Marenzelleria, hvoraf 3 er fundet i Europa. Det er yderst 
vanskeligt at skelne mellem siblingearterne ud fra morfologiske undersøgelser. Derfor er det 
nødvendigt med en genetisk analyse i form af allozyme elektroforese, PCR/sekvensanalyse 
eller PCR/RFLP for at få en sikker og præcis identifikation af børsteormene (Blank & 
Bastrop 2008; Blank et al. 2007).   
Projektet tager udgangspunkt i et speciale lavet af Kenn Christoffersen i 2010. Han har kun 
identificeret Marenzelleria viridis i danske farvande.  Men samtidig kunne han kun PCR 
amplificere 36% af indsamlede børsteorme, og kun 26% kunne dobbeltbestemmes ved både 
skæring af nukleart og mitokondrielt DNA. Derfor ønskes følgende spørgsmål besvaret: 
Problemformulering 
Hvordan kan PCR optimeres, så der opnås flere PCR produkter i forbindelse med PCR/RFLP 
teknikken til identifikation af børsteorme fundet i Danmark? Herunder ønskes besvaret hvilke 
problemer der har været i forbindelse med PCR og hvad de manglende PCR produkter kan 
skyldes. Den miljøbiologiske problemstilling om hvorfor Marenzelleria neglecta indtil videre 
ikke er fundet ved danske kyster, besvares af Birgitte Bendiks Knudsen og Jasna Mozina. Til 
den molekylærbiologiske vinkel er der følgende underspørgsmål:  
- Er DNA forurenet, er koncentrationen og fragmentstørrelserne optimal til PCR? 
- Kan børsteormene indeholde stoffer der hæmmer PCR reaktionerne? 
- Kan fortynding ændre på opnåelse af PCR produkt? 
- Er primerne og koncentrationen af dem anvendelige på de pågældende orme? 
- Har annealing temperatur eller Mg2Cl
-
 koncentration indflydelse på at opnå PCR 
produkter? 
- Hvordan ville en krydsning af M. viridis og M. neglecta give udslag i forbindelse med 
PCR? 
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Metodeafsnit  
For at svare på problemformuleringen, foretages en felttur med indsamling af Marenzelleria 
børsteorme. Derudover designes laboratorieforsøg, således at PCR reaktion for DNA prøver 
fra de indsamlede børsteorme og fra børsteorme indsamlet af Christoffersen (2010), kan 
optimeres. Laboratorieforsøgene designes på baggrund af relevant litteratur og ud fra 
vejledning af Tove Atlung. I forbindelse med at identificere børsteormene, har der ikke været 
mulighed for at fokusere på optimering af RFLP. Det skyldes, at dette er et tidsbegrænset 
projekt.  
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Teori 
I dette kapitel vil metoderne: DNA ekstrahering, PCR, agarose gelelektroforese og RFLP 
blive gennemgået. Det er vigtigt, at få en generel forståelse af hvordan disse metoder virker, 
og det danner en baggrund for laboratorieforsøg. Kapitlet vil endvidere have en teoretisk 
beskrivelse af PCR inhibering, som er brugbar for udarbejdelse af de indledende 
laboratorieforsøg. Kapitlet indeholder også en beskrivelse af Marenzelleria børsteorme og 
deres genetik, som har betydning for de forventninger der er til identifikation af 
børsteormene.  
DNA ekstrahering  
DNA kan ekstraheres fra eukaryoter, ved at benytte små afskårne stykker væv (25-100 mg). 
Eukaryoter kan indsamles og bevares i ethanol (f.eks. 95 %) før oprensningen af DNA 
(Vandersea et al. 2008; Christoffersen 2010). Ekstraheringen foregår ved at lipidmembraner 
og eventuelle cellevægge nedbrydes af f.eks. SDS (sodium dodecyl sulfate). Udover 
membraner er DNA omgivet af proteiner, der skal nedbrydes for at få isoleret DNA. Det kan 
ske ved brug af Proteinase K, der er et enzym som nedbryder proteiner og derfor også 
inaktivere DNaser, der kan nedbryde DNA. Efterfølgende kan der tilsættes organiske 
opløsningsmidler, som fenol/kloroform, hvorved rester af proteiner kan fjernes og samtidig 
sker der en faseadskillelse. DNA kan fældes ved brug af alkohol og natriumklorid, da positive 
ioner vil binde sig til de negative phosphatgrupper på nukleotiderne, hvorved DNA vil samle 
sig i bunden af røret under centrifugering. Derefter genopløses prøverne med brug af 
eksempelvis TE-buffer (Kielberg et al. 2003). Der kan opstå problemer i forbindelse med 
disse ekstraheringsprocesser, da der er øget risiko for forurening af prøver, når de skal flyttes 
mellem forskellige rør og ofte skal vaskes flere gange. Til gengæld er oprensningen ofte 
succesfuld, da der opnås en stor DNA koncentration. Hvis DNA skal anvendes til PCR er det 
ikke nødvendigt med en stor DNA koncentration, da mængden af template DNA ikke har 
betydning, for at opnå amplificering af en bestemt sekvens. Det er kun den ønskede sekvens 
der behøver at være intakt, for at der kan anvendes PCR, mens resten af DNA uden problemer 
kan være nedbrudt. En alternativ ekstraheringsmetode er anvendelse af Chelex
®
100, som er 
en hurtig metode, der ikke kræver organiske opløsningsmidler eller gentagne prøveoverførsler 
til nye rør. En fordel ved denne metode er, at kvaliteten af DNA ofte er bedre i forhold til 
proteinase K og fenolkloroform metoderne, da Chelex
®
100 kan binde inhibitorer, som 
divalente tungmetaller der kan inhibere PCR. Ydermere kan Chelex
®
100 let fjernes, således 
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at det ikke påvirker PCR. En ulempe ved metoden er dog, at den resulterer i denatureret 
DNA, hvorved det ikke er egnet til en efterfølgende RFLP analyse (Walsh et al. 1991). 
Efter DNA oprensning kan koncentration, renhed og fragmentstørrelser undersøges, ved 
forskellige metoder. DNA-koncentrationen og renheden undersøges typisk ved 
spektrofotometri. Forholdet mellem OD260 og OD280 indikerer hvor rent DNA, og hvis dette 
forhold er lavt (under 1,8) tyder det på at opløsningen indeholder proteinrester og det giver et 
usikkert mål for DNA-koncentrationen. Størrelsen på DNA fragmenterne kan undersøges ved 
gelelektroforese og kan vise hvor nedbrudt DNA er og yderligere bekræfte at DNA-
koncentrationen er i overensstemmelse med den der blev målt ved spektrofotometri (Kielberg 
et al. 2003). 
PCR metode 
Polymerase chain reaction (PCR) er en teknik, der anvendes til opformering af DNA in vitro. 
Det kræver at man kender den sekvens på template DNA der ønskes amplificeret. Til 
opformering anvendes to deoxyoligonukleotider (primere) der er specifikke for det 
pågældende område på DNA-sekvensen. Derudover anvendes endvidere DNA polymerase, 
fire deoxyribonukleotider triphosphater (dNTP) samt bufferkomponenter (Kielberg et al. 
2003). Teknikken fører til, at en DNA-sekvens kan opformeres til milliarder af kopier 
indenfor kort tid, og den kan også anvendes i forbindelse med meget små DNA-
koncentrationer (Griffiths et al. 2008; Ninfa et al. 2010; McPherson et al. 2000). Det betyder 
at PCR kan benyttes til rigtig mange formål i molekylærbiologi og medicinalbiologi men også 
til f.eks. at identificere forbrydere der har efterladt spor af DNA (Nelson & Cox 2008; 
McPherson & Møller 2000). 
Princippet i PCR er baseret på temperaturskift der finder sted i tre trin som tilsammen udgør 
én PCR cyklus. I det første trin i PCR bliver det dobbeltstrengede DNA denatureret, hvorved 
de dobbelte DNA-strenge adskilles, da hydrogenbindingerne mellem dem brydes og det 
resulterer i enkeltstrenget DNA. De enkeltstrengede DNA-molekylder giver mulighed for, at 
nukleotidernes bindingspotentiale kan udnyttes (Ninfa et al. 2010). For at opnå denaturering 
hæves temperaturen typisk til mellem 90-94°C (Kielberg et al. 2003). I andet trin sker der en 
annealing (baseparring) mellem primerne og de enkeltstrengede DNA-molekyler (Ninfa et al. 
2010). Under afkølet temperatur kan primerne baseparre til deres komplementære sekvenser. 
De bindes til hver sin ende af de to DNA-strenge med deres 3’ ender rettede imod hinanden 
(Griffiths et al. 2008). Temperaturen sænkes til omkring 50-60 °C (Kielberg et al. 2003), og 
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annealing temperaturen bestemmes bl.a. af primernes længde samt andelen af GC basepar, da 
lange basesekvenser og stor andel af GC baser kræver højere temperatur, for at give 
specifikke PCR produkter (Ninfa et al. 2010). DNA syntesen udgør det sidste trin i PCR 
reaktionen og den optimale temperatur er ca. 72 °C. (Kielberg et al. 2003). For at starte DNA 
syntesen, skal en varmestabil polymerase bindes til en primer, der er baseparret med DNA 
template. Under optimal temperatur og Mg
2+ 
koncentration vil en primer baseparres til dens 
komplementære sekvens på template DNA (McPherson & Møller 2000). Syntesen sættes i 
gang af polymerasen, som forlænger de nye DNA-strenge med begyndelse ved primerne, ved 
at anvende de fire deoxynukleotid triphosphater som substrat (Ninfa et al. 2010). De nye 
komplementære strenge er dermed syntetiseret som ved normal DNA replikation og det 
dobbeltstrengede DNA er identisk med det oprindelige DNA-molekyle (Griffiths et al. 2008). 
De tre nævnte trin udgør én PCR cyklus, og ved at gentage trinene, således at der opnås 30 
eller flere cykler, vil den ønskede DNA-sekvens være opformeret. Der er tale om en 
eksponentiel stigning i antallet af syntetiserede fragmenter, da der efter den første PCR cyklus 
er de to templateDNA-strenge og de nye komplementærestrenge. I anden cyklus vil primerne 
igen anneale med DNA template, samt med de nye DNA-strenge der blev dannet under første 
cyklus, hvorved to strenge med den ønskede sekvens dannes. På den måde kan den ønskede 
DNA-sekvens opformeres i milliarder af kopier indenfor en til to timer (Griffiths et al. 2008; 
Ninfa et al. 2010; McPherson et al. 2000).  
PCR materialer 
Til PCR anvendes en maskine som kan ændre temperaturerne undervejs i processen og holde 
dem stabile. Det er en slags varmeblok som kan indstilles til det ønskede program af PCR 
cykler (Kielberg et al. 2003). Derudover skal der som nævnt benyttes en varmestabil DNA 
polymerase til PCR, og det er typisk Taq polymerase som anvendes. Enzymet er isoleret fra 
bakterien Thermus aquaticus og egner sig til PCR, da bakterien lever ved omkring 90°C og 
dermed er enzymet varmestabilt (Kielberg et al. 2003; Nelson & Cox 2008; Ninfa et al. 
2010).    
En PCR reaktion kræver en buffer, der sikrer at pH værdien holdes neutral under de forhøjede 
temperaturer i løbet af processen (Kielberg et al. 2003). Den mest anvendte buffer er Tris– 
HCl, hvis pH værdi ændres i takt med den ændrede temperatur under en PCR reaktion, til en 
værdi mellem 6,8 og 8,3 (McPherson et al. 2000). Et problem ved at anvende TRIS-HCl, er at 
pH værdien er en smule højere end den værdi der er optimal for Taq DNA polymerasen 
(McPherson et al. 2000). Udover buffer indeholder PCR prøver også KCl eller 
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ammoniumsulfat, som bidrager til primernes annealing ved at tilsætte monovalente kationer 
(Kielberg et al. 2003; Atlung personlig kommunikation). Dog kan en forhøjet koncentration 
af KCl bidrage til stabilisering af mismatch parring mellem primere og template DNA, 
således at primerne ikke binder til de specifikke sites (McPherson et al. 2000). 
I en PCR reaktion er Taq DNA polymerasen afhængig af Mg
2+
 ioner, som typisk findes i en 
standard PCR buffer i form af MgCl2. Magnesium koncentrationen kan blandt andet påvirkes 
af deoxynukleosidtrifosfaterne, da Mg
2+
 danner komplekser med (poly) nukleotider (Kielberg 
et al. 2003). De dannede komplekser kan påvirke DNA polymerasens aktivitet, og MgCl2 
koncentrationen bør derfor være højere end den samlede dNTP koncentration (McPherson et 
al. 2000; Kielberg et al. 2003). Hvis Mg
2+ 
koncentrationen er for lav, vil det medføre et ringe 
PCR-produkt, mens et overskud af Mg
2+ 
kan reducere Taq DNA polymerasens nøjagtighed 
hvilket, som nævnt, kan tillade dannelsen af mismatch parring af primer og template DNA og 
dermed give uspecifikt PCR-produkt  (McPherson et al. 2000). Indholdet af Magnesium i en 
PCR reaktion kan dermed påvirke reaktionens specificitet og effektivitet (McPherson et al. 
2000). DNA polymerasen kan ikke adskille en korrekt baseparring fra en mismatch, og derfor 
er det vigtigt at sikre optimale forhold, der forhindrer dannelse af mismatch parring. En høj 
annealing temperatur kan sikre, at kun de rette komplementære sekvenser vil danne stabile, 
korrekte baseparringer (McPherson et al. 2000). 
De primere der anvendes til PCR er syntetisk fremstillede og består af korte sekvenser 
mellem 15 og 20 baser (Griffiths et al. 2008). Der vælges typisk primere, med specifikke 
sekvenser, der er designet til at baseparre ved en kendt DNA sekvens på DNA template, 
således at den ønskede sekvens opformeres (Kielberg et al. 2003). I nogle situationer kan 
gensekvensen være ukendt, mens aminosyresekvensen kan være kendt fra proteinet, som det 
ønskede gen koder for. I disse tilfælde kan man anvende degenererede primere som er 
designet ud fra aminosyresekvensen, og består af forskellige oligonukleotider. Derved sikres, 
at de mulige tripletter for hver aminosyre er til stede. En bestemt peptidsekvens kan være 
kodet af forskellige mulige DNA sekvenser. Derfor er det nødvendigt, at der syntetiseres et 
miks af alle de mulige DNA sekvenser fra primeren, som svarer til peptidsekvensen 
(McPherson et al. 2000). 
Til PCR reaktioner er det blevet udbredt at anvende færdigblandede Mastermix, som 
indeholder PCR buffer, dNTP nukleotider og DNA polymerase. Derefter skal der kun 
tilsættes primer og DNA template. PCR Mastermix kan findes med forskellige Mg
2+
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koncentrationer samt med eller uden ”Ready Mix”, der gør det muligt efterfølgende at 
afpipettere PCR produkterne direkte på gel (McPherson et al. 2000). PCR prøver kan 
analyseres ved hjælp af agarose gelelektroforese, for at bekræfte, at det ønskede PCR-produkt 
er fremkommet (Kielberg et al. 2003). 
Agarose gelelektroforese 
Agarose gelelektroforese er en teknik der anvendes til at adskille og identificere DNA og 
RNA molekyler. Agarose-gelen er karakteriseret ved at være effektiv til at adskille DNA-
fragmenter og den er ikke følsom overfor forurening, hvorved DNA ikke behøver at være helt 
rent. Der tilsættes en markør i en brønd, for at have et sammenligningsgrundlag til størrelsen 
på de undersøgte prøver. Der dannes et elektrisk felt, som betyder at nukleinsyrerne vil 
vandre mod den positive pol. Størrelsen på DNA-fragmenterne har betydning for hvor langt 
de vandrer i gelen, da små molekyler vandrer hurtigere gennem gelen i forhold til større 
molekyler. Vandringen sker ved at udnytte, at nukleinsyrer består af nukleotider som 
indeholder fosfatgrupper der vil være negativt ladede i vandige opløsninger med pH over 3. 
Udover størrelsen på DNA fragmenter, har formen på DNA også betydning for 
bevægelseshastigheden gennem gelen. Lineære DNA molekyler, som f.eks. DNA fra PCR-
produkter og DNA der er klippet med restriktionsenzymer, bevæger sig med en hastighed der 
er omvendt proportional med størrelsen. Resultatet af gelelektroforesen er DNA-fragmenter 
der er adskilt efter størrelse. For at visualisere det benyttes farvestoffet ethidiumbromid, der 
bindes mellem de to DNA-strenge. Gelen kan udsættes for UV-stråler (UV-transilluminator), 
hvorved DNA-fragmenterne bliver synlige i form af bånd, da det bundne ethidiumbromid 
fluorescerer. Mængden af bundet ethidiumbromid samt mængden af fluorescenslys vil svare 
til DNA mængden. De fluorescerende bånd kan fotograferes og ved sammenligning af 
markøren, kan størrelsen på båndene, og eventuelt DNA koncentrationen, vurderes (Kielberg 
et al. 2003). 
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RFLP analyse 
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) er en metode til at differentiere mellem 
forskellige individer eller arter (Griffiths et al. 2008; Nelson & Coc 2008). Det foregår ved at 
anvende restriktionsenzymer, der genkender og klipper en specifik sekvens på dobbeltstrenget 
DNA. Restriktionsenzymet spalter esterbindingen, som holder to nabonukleotider sammen 
(Kielberg et al. 2003). De restriktionsfragmenter der fremkommer, vil være af varierende 
længde, hvilket er baggrunden for navnet RFLP (Kielberg et al. 2003; Nelson & Cox 2008), 
hvor polymorfisme er et udtryk for flere varianter af et gen eller en egenskab. Varianterne 
bliver nedarvet efter princippet i Mendels første lov og resultaterne af de forskellige 
fragmentstørrelser kan ses ved at anvende elektroforese, hvor de forskellige bånd kan 
udtrykkes som det fænotypiske træk (Kielberg et al. 2003).  
De fleste restriktionsenzymers reaktionsbuffer er TRIS-HCl buffer, som indeholder MgCl2, 
NaCl, 2 mercaptoethanol eller DTT (dithiothreitol) samt BSA (bovinserumalbumin). De 
fleste enzymreaktioner foregår ved 37 °C. Man kan anvende forskellige restriktionsenzymer 
samtidig til klipning af DNA, såfremt reaktionsbetingelserne for dem er ens. Hvis der er 
forskel i aktiviteten mellem forskellige restriktionsenzymer, kan det skyldes ionstyrken samt 
deres kation-præference (Kielberg et al. 2003). Restriktionsenzymernes aktivitet kan 
inhiberes ved forurening af DNA’et med stoffer såsom proteiner, glycerol, EDTA, rester af 
fenol og kloroform, SDS, ethidiumbromid eller høje saltkoncentrationer. Ved at anvende 
større reaktionsvolumen kan man reducere inhibitorernes aktivitet, da den vil blive fortyndet. 
Yderligere kan der anvendes større mængder enzym eller forlænge reaktionstiden, hvilket 
også kan bidrage til at reducere forureningseffekten (Kielberg et al. 2003). 
PCR inhibering 
Der kan være flere årsager til at PCR ikke giver noget produkt, men de er ikke alle afklaret. 
En årsag til manglende PCR produkt kan være hvis DNA (template) er nedbrudt til korte 
fragmenter i den ønskede amplikationssekvens, og det derfor ikke er muligt for primerne at 
anneale ved PCR reaktionen (Chung et al. 2004). En anden årsag til manglende PCR produkt 
kan skyldes inhibitorer, der kan komme fra forskellige kilder (Wilson 1997; King et al. 2009; 
Chung et al. 2004; Opel et al. 2010). Inhibitorer kommer typisk fra kropsvæsker, madvarer 
eller miljømæssige komponenter og kan f.eks. være organiske stoffer, uorganiske stoffer, 
buffer, enzymer, fedt og proteiner. Inhibitorer kan virke ved at interagere med DNA under 
ekstraheringen eller påvirke DNA polymerasen, således at PCR produkter udebliver (Wilson 
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1997). Det kan ske ved at inhibitorerne binder sig til, eller blokerer, DNA polymerasen, DNA 
template eller vigtige reagenser i syntesen (Opel et al. 2010). I en PCR reaktion benyttes som 
sagt Taq polymerase, som er følsom overfor forskellige inhibitorer, der kan forekomme i 
forskellige prøver. Mange Taq inhibitorer binder sig til DNA under standard 
ekstraheringsprocessen (Bourke et al. 1999).  
Der er flere måder, til at forsøge at undgå inhibering af PCR-prøver. For det første kan DNA 
ekstraheringsmetoden vurderes og optimeres ved eksempelvis at øge saltkoncentrationen i 
opløsningsbufferen. Det er også muligt at vaske DNA ekstraktet hvorved inhibitorer kan 
fjernes (Schneider et al. 2009). Ekstraheringen kan eventuelt gentages, da det kan reducere 
mængden af inhibitorer (Bourke et al. 1999). Hvis der benyttes primere med højere 
smeltepunkt, kan de påvirkes mindre af inhibitorer. Det skyldes at disse primere er stærkere 
bundet til DNA i forhold til primere med lavere smeltepunkt, og derved kan inhibitorer ikke 
bindes til DNA (Opel et al. 2010). En måde til at reducere mængden af inhibitorer, kan være 
at fortynde mængden af DNA-prøve (Schneider et al. 2009). Dog bliver koncentrationen af 
DNA template dermed også reduceret (Opel et al. 2010).  
Det har vist sig at tilsætning af bovin serum albumin (BSA) kan hindre PCR inhibering 
(Bourke et al. 2010; Schneider et al. 2009; Wilson 1997) og samtidig beskytte DNA 
polymerasen (Schneider et al. 2009). I studiet af Al-Soud & Rådström (2001) har BSA vist 
sig at være effektiv i hæmning af PCR inhibitorer såsom hæmoglobin og lactoferrin. Disse 
inhibitorer virker ved at frigive Fe
3+ 
ioner, som hæmmer DNA syntesen. Det sker ved at jern-
ionerne vil konkurrere med Mg
2+
, hvilket ikke er optimalt, da Mg
2+ 
ionerne udgør DNA 
polymerasens cofactor og deres koncentration påvirker polymerasens aktivitet, primernes 
annealing samt DNA’ets smeltetemperatur. I studiet fremgår det, at BSA’ s bindingsevne er 
baggrunden for dens evne til at reducere effekten af PCR inhibitorer.   
Hvis der er Taq inhibitorer i DNA-prøverne, kan denaturering reducere deres affinitet til 
DNA’et, hvis de binder sig til dobbeltstrenget DNA. Ofte hjælper det ikke at fortynde 
prøverne, hvis Taq inhibitorer bindes til DNA (Bourke et al. 1999). I studiet af Bourke et al. 
(1999) blev NaOH valgt som et denatureringsmiddel, da det er en enkel og effektiv metode 
for denaturering af DNA. Det blev anvendt på DNA som ikke blev amplificeret efter forsøg 
på fjernelse af inhibitorer ved forskellige andre metoder såsom påsætning af prøver på en 
forvarmet PCR maskine, tilsætning af BSA, tilsætning af mere Taq polymerase og fortynding. 
Resultaterne gav udtryk for, at NaOH kan benyttes til at neutralisere Taq inhibitorer når de 
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andre metoder ikke virker, da 15 ud af 28 prøver blev amplificeret (Bourke et al. 1999). Et 
problem ved at anvende NaOH , er dog at det reducerer DNA-template koncentrationen, som 
kan være kritisk hvis den i forvejen er lav (Bourke et al. 1999; Opel et al. 2010).  
En anden mulighed for at få flere PCR produkter, kan være at forbedre reaktionsforholdene. 
Det kan være forhold som temperatur under PCR der skal ændres, baseret på primernes 
smeltepunktstemperatur. Herunder er det vigtigt at sikre at PCR maskinen virker optimalt, 
således at de skiftende temperaturer holdes konstant. Det kan også være at anvendelsen af 
andre polymeraser eller ændret Mg
2+
 koncentration kan give bedre resultat (Wilson 1997). 
Generelt er det vigtigt at være omhyggelig med laboratoriearbejdet, således at der ikke sker 
krydsforurening mellem prøverne, og at der ikke forekommer forurening fra nærmiljøet- 
f.eks. støv, pollen M.M. Det er også vigtigt at opbevare prøverne under optimale forhold 
(Bourke et al. 1999; Walsh et al. 1991; Wilson 1997).  
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Børsteorme Marenzelleria 
Levevis og habitat 
Der findes 5 arter af Marenzelleria børsteorme, som alle stammer fra den nordlige halvkugle. 
Arterne er: M. viridis, M. neglecta, M. bastropi, M. arctia og M. wireni (Blank & Bastrop 
2008). De hører under familien Spionidae, der er en del af klassen Polychaeta (børsteorme), 
som hører under rækken Annelida (Christoffersen 2010). I denne rapport vil der kun blive 
fokuseret på M. viridis og M. neglecta. Marenzelleria arterne er invasive børsteorme i 
Europa, hvor de sandsynligvis er tilført med ballastvand fra skibstransport, og de spreder sig 
hurtigt i de nye omgivelser (Bastrop & Blank 2006). Børsteormene lever i sediment og 
primært i lavvandede områder mellem 0,2-30 meter. Dog er der fundet eksemplarer i ned til 
90 meters dybde (Blank et al. 2007). Børsteormene har forskelligt foretrukne nicher, og deres 
naturlige habitater i Nordamerika adskiller sig specielt med hensyn til salinitet (Bastrop & 
Blank 2006).  M. viridis foretrækker at kolonisere akvatiske områder med middel- til høj 
salinitet, det vil sige mesohaline (5-18 ppt) til polyhaline (18-30 ppt). Derimod foretrækker 
M. neglecta at kolonisere områder, hvor der er lav- til middel salinitet, det vil sige 
obligohaline (0,5-5 ppt) til mesohaline. De to arter er ikke i stand til at reproducere ved 
salinitet under 5 ppt, men de kan begge overleve ved lavere salinitet (Blank et al. 2007). M. 
viridis og M. neglecta er lige tolerante overfor lave temperaturer (0 ° C), men M. neglecta er 
særligt tolerant overfor høje temperaturer (Blank & Bastrop 2009).  
 Forskellene på nicher kan ses i udbredelsen af børsteormene i Europa (se Figur 1). M. 
neglecta er udbredt i Østersøen, og M. viridis findes primært i Nordsøen, men også i 
Vesterhavet, det vestlige af Østersøen og resten af Danmark (Blank et al. 2007; Christoffersen 
2010).  
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Figur 1. Til venstre ses udbredelsen af Marenzelleria 
arterne viridis, neglecta og artia (Blank et al. 2008) og til 
højre ses steder i Danmark, hvor Marenzelleria viridis er 
fundet (Christoffersen 2010). 
 
Forskellige arter eller siblingearter kan dannes over tid (f.eks. geografisk), hvis en population 
adskilles i to subpopulationer og udvikler forskelligt genetisk materiale. Hvis disse arter 
mødes igen, er det muligt, at de kan få afkom sammen hvilket kaldes en hybrid. Hvis arterne 
kun har været adskilte i kort tid, kan de reproducere normalt med hinanden. Normalt er der 
dog forskellige negative udfald for hybrider, da nogle ikke udvikles korrekt i zygotestadiet og 
aldrig bliver til levedygtige individer, og andre overlever med ringere chance end ikke-
hybrider. Andre hybrider kan overleve men reproducerer dårligt eller slet ikke, hvis de 
eksempelvis er sterile. Disse mekanismer hindrer normalt, at forskellige arter får afkom 
sammen (Purves et al. 2001; Griffiths et al. 2008). 
I Europa forekommer det, at de to Marenzelleria arter har overlappende habitater, hvor de 
lever sammen og somme tider krydser, hvorved der opstår hybrid-afkom (Bastrop & Blank 
2005). Børsteormene har seksuel reproduktion, og gameterne spredes i vandet og lever 
pelagisk som larver (Bastrop et al. 1997; Bochert 1997). Larverne udvikler sig metamorfisk 
til unge og voksne børsteorme, som lever bentisk. De voksne børsteorme er motile og kan 
bevæge sig rundt via tunnelformede rør i sedimentet (Dauer et al. 1981). Larverne lever 
typisk af plankton, mens de voksne orme typisk lever af dødt organisk materiale (Bochert 
1997). 
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Genetik 
Det er yderst vanskeligt at skelne mellem de to forskellige Marenzelleria børsteorme ud fra 
morfologien, og genetisk analyse må foretrækkes for at få en præcis identifikation mellem 
siblingearterne (Blank & Bastrop 2008).  
Der er foretaget DNA analyse af børsteormene Marenzelleria, for at bestemme hvilke 
taxonomiske undergrupper, som observerede orme tilhører (Blank et al. 2007; Blank & 
Bastrop 2008). Der er undersøgt 41 videnskabelige udgivelser fra årene 1999-2005 
omhandlende Marenzelleria arter i Europa, og i 58% af tilfældene er navngivningen af 
arterne forkert (Blank et al. 2007). Blank & Bastrop (2008) har undersøgt individer af 
forskellige arter af Marenzelleria med henblik på identifikation, ved at benytte tre 
mitokondrielle gensekvenser som inkluderer alle fem kendte arter: 16SrDNA (16S), 
cytochrome b (cyt b) og cytochrome oxidase subunit I (COI). Derudover blev nukleart 
18SrDNA (18S) også anvendt. 16SrNDA er medvirkende til proteinsyntese, hvorimod cyt b 
og COI benyttes i respirationskæden (Nelson & Cox 2008). 
På Tabel 1 kan oligonukleotiderne for de forskellige primere ses, og derudover er sekvens, 
direktion og den amplificerede størrelse af sekvenserne vist. Blank & Bastrop (2008) og 
Christoffersen (2010) har haft vanskeligheder med at benytte den reverse primer HCO2198 
og har derfor anvendt den mindre specifikke primer HCO709 (se Tabel 1).     
Tabel 1. Oligonukleotider der kan benyttes til PCR og sekvensering af Marenzelleria arterne (Blank & 
Bastrop 2008). 
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Fylogenetiske sammenhænge mellem de fem arter af Marenzelleria kan ses på Figur 2, og er 
lavet på baggrund af mitokondrielle datasæt. De viser, at M. neglecta og M. viridis er nært 
beslægtede (Blank & Bastrop 2008).  
 
 
Figur 2. Fylogenetisk relation mellem Marenzelleria arterne, baseret på kombineret mitokondrielt 
datasæt af 16S, Cyt b og COI. Sandsynligheder over 0,5 er medtaget, og indikerer hvor sandsynligt 
det er, at hypoteserne om slægtsskab der er vist, er sandt (udregnet ved Baysian analyse). Individer 
af Malacoceros fuliginosus er anvendt som et sammenligneligt yderpunkt (Blank & Bastrop 2008). 
Eukaryoter indeholder mitokondrielt DNA (mtDNA), der er meget mindre end DNA, og der 
er typisk mellem 2 og 10 kopier i hvert mitokondrie. MtDNA koder for t-RNA og rRNA samt 
nogle få mitokondrielle proteiner (Nelson & Cox 2008). MtDNA nedarves fra en af 
forældrene -typisk fra moderen. Det skyldes at mitokondrier er placeret i cytoplasmaet, og 
kromosomer med mtDNA bliver ikke ligeligt nedarvet, da ægget indeholder det meste af 
cytoplasmaet. Dette er i modsætning til nukleart DNA, der bliver ligeligt nedarvet, da den ene 
halvdel er fra ægget og den anden halvdel er fra sædcellen (Griffiths et al. 2008). Dette har 
betydning for identifikation af børsteormene, hvis de to arter har krydset. Da mtDNA med 
størst sandsynlighed kommer fra moderen, kan resultater af RFLP med mtDNA 
sammenlignes med resultater med nukleart DNA. I forbindelse med nukleart DNA, vil 
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halvdelen af PCR produktet blive skåret med enzymer der indikerer M. viridis og den anden 
halvdel af enzymer der indikerer M. neglecta, da det nukleare DNA er ligeligt nedarvet. Et 
krydsningsskema kan se ud som på Figur 3, hvor der ses forskellige sandsynligheder, for at 
afkommet bliver en hybrid, M. viridis eller M. neglecta.    
 
P(1): V/V x N/N         
F1: V/N 
    
  
F2:  V/N x V/N 
 
1/2 V 1/2 N   
  
  
1/2 V 1/4 V/V 1/4 V/N   
  
  
1/2 N 1/4 V/N 1/4 N/N   
P(2): V/N x V/V         
  
   
1/2 V 1/2 N   
  
  
1/2 V 1/4 V/V 1/4 V/N   
  
  
1/2 V 1/4 V/V 1/4 V/N   
P(3): V/N x N/N         
  
   
1/2 V 1/2 N   
  
  
1/2 N 1/4 N/V 1/4 N/N   
  
  
1/2 N 1/4 N/V 1/4 N/N   
              
Figur 3. Øverst (P1) ses en krydsning (nukleart DNA) mellem Marenzelleria viridis (V/V) og 
Marenzelleria neglecta (N/N) giver en hybrid (V/N). Hvis en hybrid krydses med en anden hybrid, 
giver det et udslag, som ses ved F2, hvor halvdelen af afkom vil være hybrid, 1/4 vil være M. viridis 
og 1/4 vil være M. neglecta. I midten (P2) ses udfaldet af en krydsning mellem en hybrid og M. viridis 
og nederst (P3) ses udfaldet af en krydsning mellem en hybrid og M. neglecta (udarbejdet på 
baggrund af Griffiths 2008).  
Der findes tre forskellige genetiske metoder, der kan anvendes, for at identificere hvilken 
siblingeart en given børsteorm tilhører. Disse metoder er allozyme elektroforose, 
PCR/sekvensering og PCR/RFLP (Blank & Bastrop 2008). Da denne rapport tager 
udgangspunkt i PCR/RFLP analysen, er det kun denne metode der vil blive beskrevet. 
For at bruge PCR/RFLP metoden skal DNA først ekstraheres fra børsteormene. Chelex®- 
100 eller NucleoSpin® Tissue Kit kan anvendes til DNA ekstrahering (Blank et al. 2007; 
Christoffersen 2010; Walsh et al. 1991). Proteinase K eller phenol-chloroform kan også 
anvendes, men disse er ikke ligeså effektive som Chelex®- 100 i forbindelse med stoffer, der 
hæmmer PCR ( Walsh et al. 1991). I praksis har proteinase K dog vist sig effektiv i 
forbindelse med ekstrahering af musehaler (Olesen personlig kommunikation). Christoffersen 
(2010) har foretaget DNA ekstrahering ved at overføre et halestykke til 5% opløsning af 
Chelex®- 100, og derefter inkubere det.  
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PCR amplifikation kan foretages på samme måde som Christoffersen (2010), der anvender 10 
µl Qiagen mastermix, 2 µl forward primer (10pmol/ µl), 2 µl reverse primer (10pmol/ µl), 0,8 
µl MgCl2
-
 (50mM), 1,2 µl belyst MilliQ vand og 4 µl DNA isolat. Dette køres på PCR 
maskine med 60 sek. ved 94°C fulgt af 39 cycler med 30 sek. ved 94°C, 30 sek. ved 50°C og 
60 sek. ved 72°C, og afslutningsvis 5 min. ved 72°C inden processen stoppes ved 4°C. Det 
blev undersøgt, om amplifikationen var lykkedes ved hjælp af agarose gelelektroforese. 
Denne måde, at udføre PCR amplifikationen på, ligger meget tæt op af tilsvarende 
undersøgelser af Marenzelleria som eksempelvis Blank et al. (2007) og Blank & Bastrop 
(2008) har foretaget. Pimere, der kan anvendes, findes på Tabel 1. 
RFLP analyse kan benyttes, når det er bekræftet, at DNA amplifikationen er udført korrekt. 
PCR produkter af COI kan skæres med restriktionsenzymet ApaI, der har specifik 
genkendelses site for M. viridis. PCR produkter af 16S kan skæres med SspI, der har specifik 
genkendelses site for M. neglecta (Blank et al. 2007; Christoffersen 2010). Disse 
genkendelsessites kan ses på  
Tabel 2 PCR produkter af 18S kan skæres med Cfr13I, der har specifik genkendelse site for 
M. viridis, og EaeI der har specifik genkendelses site for M. neglecta, som ses på  
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Tabel 3 (Christoffersen 2010). PCR produkt, enzymer og NEBuffer blandes og inkuberes ved 
37°C i to timer og testes ved agarose gelelektroforese (Blank et al. 2007; Christoffersen 
2010). På Figur 4 ses resultaterne efter Blank et al. (2007), der har skåret PCR produkterne 
med restriktionsenzymerne ApaI og SspI, og vist hvordan børsteormene identificeres som M. 
neglecta eller M. viridis.     
Tabel 2. Genkendelsessite for restriktionsenzymerne ApaI og SspI, der kan anvendes til 
artsidentifikation af Marenzelleria børsteormene viridis og neglecta, hvor de indikerede positioner 
refererer til positioner i allignede sekvenser (Modificeret efter Blank et al. 2007).   
  COI bp 342-347 
ApaI Marenzelleria viridis 5  ´GGGCC↓C…3´ 
  Marenzelleria neglecta 5  ´GGACCT…3´ 
  16S bp 225-230 
SspI Marenzelleria viridis 5  ´AAT↓ATT…3´ 
  Marenzelleria neglecta 5  ´AATATA…3´ 
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Tabel 3. Genkendelsessite for restriktionsenzymerne Cfr13I og EaeI (Udarbejdet på baggrund af 
Fermentas 2010-2011) 
  18S   
Cfr131 Marenzelleria viridis 5  ´G↓GNCC…3´ 
(Sau96)     
  18S   
CfrI 
Marenzelleria 
neglecta 
5  ´
Y↓GGCCR…3´ 
(EaeI)     
 
 
Figur 4. Digest af PCR produkter ved brug af restriktionsenzymerne AseI (16S) (Figur A), SspI (16S) 
(Figur B) og ApaI (COI) (Figur C), som er kørt på 1,5% agarosegel. Brønd 1, 6 og 11 viser undigested 
PCR produkter fra henholdsvis M. neglecta, M. viridis og M. arctia. Brønd M er markør (100bp 
ladder) med længde af basepar indikeret på højre side (Blank et al. 2007). 
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Materialer og metode 
Kapitlet er inddelt i afsnittene: felttur, indledende laboratorieforsøg og hovedforsøg. Hvert 
afsnit er inddelt i materialer, formål og udførelse for at skabe overskuelighed.  
Felttur 
Materialer  
Vaders, skovl, si, plastikbøtte med låg, pincet, GPS, 96% hospitalssprit, permanent tusch. 
 
Formål 
Formålet var at undersøge andre lokaliteter end Christoffersen (2010), hvor der ville være 
større chance for at finde Marenzelleria neglecta i forhold til Marenzelleria viridis.  
 
Figur 5. Kort over de seks lokaliteter, hvor vi søgte efter M. neglecta (Knudsen & Mozina 2011).  
Udførelse 
Torsdag d. 24/3 2011 kørte vi til udvalgte lokaliteter ved Lolland og Falster, som ses på Figur 
5. Lokaliteterne blev valgt i samarbejde med Knudsen & Mozina (2011) på baggrund af 
teoretisk viden om M. neglectas foretrukne habitat og udbredelse i Europa. 
Der blev valgt seks forskellige stationer (Figur 5), og for nærmere detaljer om disse 
lokaliteter henvises til Knudsen & Mozina (2011). Ved hver station gik vi ud og gravede 
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sediment op, der efterfølgende blev siet. De overordnede organismer blev noteret og 
sedimenttyper og vanddybde blev vurderet. Vi gravede sedimentprøver tæt ved kysten og 
længere ude på dybere vand, dog ikke dybere end vores vaders tillod det. Ved de fleste 
stationer blev salinitet og temperatur målt. Hvis der var børsteorme som lignede 
Marenzelleria blev de overført til en plastikbøtte med pincet, sammen med vand fra området. 
De blev efterfølgende overført til plastikbøtte med sprit, så de kunne gemmes til senere 
identifikation i laboratoriet. Alle plastikbøtter blev mærket med lokalitetssnummer. 
Resultaterne fra feltturen kan ses i resultatafsnittet samt rapporten fra Knudsen & Mozina 
(2011).    
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Indledende laboratorieforsøg 
De indledende laboratorieundersøgelser har til formål at optimere PCR reaktionen, således at 
et større udbytte af PCR produkter kan opnås. Der er tilfældigt udvalgt nogle få DNA prøver, 
der er indsamlet af Christoffersen (2010). Hensigten er, at de indledende forsøg, kan lede op 
til et større forsøg med flere DNA prøver.  
Lab 1 Undersøgelse af primere, enzymer, annealing temperatur og blanding af DNA  
Materialer 
PCR:12 DNA prøver fra Christoffersens (2010) stationer (SF1, HB1 og VF1. Se Bilag 1 og 
Bilag 3, for nærmere information), centrifuge maskine (Ole Dich Mictocentrifuge 157 Mp), 
Whirlimixer, 3 PCR maskiner (2 stk Biometra
® 
Personal Cycler 
TM
 og 1 stk. Biometra
®
 
Thermocykler3000), COI primere: LCOI1490 (forward), HCOI709 (reverse), 16S primere: 
16Sar (forward), 16Sbr (reverse), 18S primere: 18Sfw (forward), 18L (reverse), MgCl2
-
 
(50mM), bestrålet milliQ vand, Qiagen Mastermix, 84 PCR rør (CappStrip). 
Agarose gelelektroforese:  agarose (Sigma type 2), 10 x TBE buffer, 4 mg/ml ethidium 
bromid, DNA loadingbuffer, markør (Fermentas) λ Eco911 (BstEII), målekolbe, målebæger, 
magnet, magnetomrører, mikroovn, elektroforeseapparat (BioRad), kamme, gelkar  
Andet: computerprogram WinSeq.  
 
Formål 
Formålet var, at gentage Christoffersens (2010) forsøg med udvalgte DNA prøver, og 
undersøge hvorvidt primerne stadig virkede. Derudover ville vi blande DNA fra to af 
Christoffersens orme (en positiv= PCR produkt og en negativ = intet PCR produkt), for at se 
om der var dominerende inhiberende stoffer, der var skyld i manglende PCR-produkt. 
Ydermere var smeltepunktet for de tre primere undersøgt, for at optimere annealing 
temperaturen i PCR reaktionen.  
 
Udførelse 
Inden laboratoriearbejdet er smeltepunktet for de forskellige oligonukleotider for primerne 
blevet fundet ved hjælp af WinSeq. Programmet blev indstillet til Breslauer algoritme, 50 
mM NaCl koncentration og 50 nM primer koncentration. Smeltepunkterne er 62°C for 
18Sfw, 74°C for 18L, 55°C for 16Sar, 64°C for 16Sbr, 64°C for LCOI1490 og for HCOI2198 
kan smeltepunktet ikke bestemmes, da det er en degeneret primer. På baggrund af disse 
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smeltepunker, kan den mest optimale annealing temperatur bestemmes, da den typisk er 7°C 
lavere end smeltepunktet ( Atlung personlig kommunikation).   
Mandag d. 21/3 2011 valgte vi 3 af Christoffersens (2010) stationer, hvor vi udvalgte 2 
positive (PCR produkt) og 2 negative prøver (ingen PCR produkt). Endvidere ville vi lave to 
blandende prøver (1 negativ og 1 positiv prøve) og en kontrol fra hver station.  
Der laves masterblanding som fordeles i hver PCR rør, således at de indeholder 10 µl Qiagen 
mastermix, 2 µl forward primer (10 pmol/µl), 2 µl reverse primer (10 pmol/µl), 0,8 µl MgCl2
-
 
(50 mM), 1,2 belyst milliQ vand og derudover 4 µl DNA isolat (undtagen kontrolprøver uden 
template DNA). Se Bilag 1 for flere informationer. Alle primerne er fortyndet fra 100 pmol/µl 
til 10 pmol/µl før brug, og det er denne fortynding der benyttes i følgende laboratorieforsøg. 
For hver primer bliver der lavet PCR prøver således, at der er to positive, to negative, to 
blandede og en kontrol, men for primer 18S laves der dobbelt prøver, så halvdelen (18S2) kan 
behandles med en anden annealing temperatur.  PCR maskinerne med alle prøver (undtagen 
18S2) bliver sat til at køre et program med 94°C i 2 min. for at denaturere DNA. Derefter 
gentages 39 cycler, hvor der er 94 °C i 30 sek., 50°C i 30 sek. og 72°C i 1 min. Derved bliver 
DNA strengene denatureret og annealet med primerne og til sidst sker der syntese. For at 
fuldende syntesen afsluttes processen efter de 39 cycler med at temperaturen er 72°C i 10 
min, inden det køles ned til 4°C, som afslutter PCR. Dette program er standard i de 
efterfølgende laboratorieundersøgelser. Prøverne med 18S2 sættes i en maskine med samme 
program, undtagen den forskel at annealingstemperaturen sættes til 53°C i stedet for 50°C. 
For at teste hvorvidt PCR har givet produkter, skal der laves agarosegeler og running buffer, 
som skal bruges til elektroforese. En gel laves ved at veje 1 gram agarose i en målekolbe og 
tilsætte 100 ml 10 X TBEbuffer der er fortyndet med 900 ml MilliQ vand. Derefter sættes 
kolben i mikroovn, sammen med en kolbe med vand, og det varmes i 3 min. ved fuld styrke. 
Væsken er blevet klar og den køles ned til omkring 70°C inden der tilsættes 10 µl 4mg/ml 
ethidium bromid. Det blandes og fyldes på et gelkar, hvor der er sat 2 kamme på. Derefter 
skal det stå 45 min. og størkne, inden kammene fjernes fra gelen, der dermed er klar til brug 
på elektroforeseapparatet. Running buffer laves ved at blande 75 ml 10 X TBEbuffer med 675 
ml MilliQ vand og blande det med 75 µl 4mg/l ethidium bromid. Dermed er elektroforesen 
klar til brug med running buffer og 1% agarosegel. Der er taget 5 µl af hver prøve og blandet 
med 2 µl loadingbuffer, og dermed er volumen 7 µl der tilføres hver brønd. Da der var 
mangel på plads til at prøverne på gelerne, er det i flere tilfælde valgt at undlade nr. 7 der er 
kontrol uden DNA. Ligeledes er det valgt kun at tilføre markøren λEco911 (5 µl) i én brønd 
pr. kam.   
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Lab 2 Undersøgelse af ny Mastermix og lavere primer koncentration samt undersøgelse 
af restriktionsenzymer  
Materialer 
5 DNA prøver fra VF1 (Christoffersen 2010), Dream Tag Mastermix, markør 100bp ladder 
og derudover samme materialer som er anvendt til PCR og agarose gelelektroforese ved Lab 
1.  
RFLP: restriktionsenzymerne (se Bilag 4): ApaI (NEB), SspI (NEB), Cfr3I (Sau96) 
(Fermentas) og CfrI EaeI (NEB), NEbuffer 1, NEbuffer 2, Nebuffer 4, Tangobuffer, BSA 
(100*), MilliQ vand, varmeskab, varmeblok, termometer og UV kamera.      
 
Formål 
Formålet var, at undersøge hvorvidt en anden mastermix, Dream Tag Mastermix, kunne 
benyttes og give samme resultater, eller bedre resultater i forhold til Qiagen Mastermix. 
Fordelen ved at benytte Dream Tag Mastermix i stedet for Qiagen Mastermix, var desuden at 
den efterfølgende kunne sættes direkte på gel.  
Der var iagttaget en del dimer primer ved laboratoriedel 1, og det blev derfor besluttet at 
halvere mængden af primerne 16S og 18S, og dermed undersøge om antallet af PCR 
produkter ville øges. Da primeren COI var degeneret og dermed et blandet produkt af 
nukleotider, blev det besluttet ikke at ændre denne koncentration.  For at undersøge om 
Chelex®-100 har en betydning for resultatet, blev det besluttet, at centrifugere DNA og 
overføre supernatanten til et nyt rør, og derved undgå pellet. Derudover blev DNA påsat 
gelen alene, for visuelt at se hvor stor mængde der var af DNA og om fragmenterne var større 
end 700bp, som skal benyttes til PCR. Formålet er også at lave RFLP analyse på de prøver fra 
Lab 1, der gav PCR produkt, for at identificere hvilken siblingeart, som DNA prøverne 
kommer fra. 
 
Udførelse 
Torsdag d. 31/3 2011 gentog vi en del af forsøget fra laboratoriedel 1. Der blev foretaget PCR 
på DNA fra station VF1 på samme måde som Lab 1. Hver af de tre masterblandinger skal 
centrifugeres, for at sikre at alle ingredienser er blandet. Der udtages 16 µl til hver PCR rør 
og 4 µl DNA (VF1) (se Bilag 1). 
Der laves også masterblanding med Dream Tag Mastermix der indeholder MgCl2
-
 og grøn 
farve til brug ved gelelektroforesen. Der laves en blanding med hver af primerne COI, 16S og 
18S så de hver rækker til 7 PCR rør, ligesom med masterblandingen med Qiagen Mastermix. 
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Hver PRC rør med COI primer indeholder 9 µl Dream Tag Mastermix, 2 µl COI forward, 2 
µl COI reverse og 3 µl MilliQ vand samt 4 µl VF1 DNA (se Bilag 1 for flere informationer). 
PCR rørene med de to andre primere indeholder det samme, med den eneste forskel at 
mængden af forward og reverse primer er halveret og der er tilsvarende mere MilliQ vand i 
hvert rør.  
DNA centrifugeres i 5 min. ved 12000 G og supernatanten overføres til et nyt E-rør og 
centrifugeres igen, inden det tilsættes PRC rørene.   
Der foretages RFLP med udvalgte prøver der gav PCR produkt ved laboratoriedel 1(se Bilag 
1for nærmere detaljer). Reaktionsblandingerne blev lavet som vist i Tabel 4 hvor forskellen 
fra Christoffersens (2010) fremgangsmåde er, at mængden af restriktionsenzym er fordoblet, 
undtagen for EaeI. 
 
Tabel 4. Viser reaktionsblandingerne til enzymskæring af PCR produkterne (modificeret efter 
Christoffersen 2010). 
Indhold i 
blanding til 
enzymskæring 
COI- skæring 
med ApaI (NEB). 
16S- skæring med 
SspI (NEB). 
18S- skæring 
med Cfr13I 
(Fermentas). 
18S- skæring med 
EaeI (NEB). 
Enzym 0.16 µl 
(50 units/µl) 
0.4 µl  
(5 units/µl) 
0.4 µl  
(10 units/µl) 
0.5 µl  
(3 units/µl) 
Buffer + andet 0.3 µl NE buffer 
4 
 0.1 µl BSA 
(100*)  
0.3 µl NE buffer 2 0.75 µl 
Tangobuffer 
0.6 µl NE buffer 
1 
 
Milli Q vand 2.44 µl 2.3 µl 4.85 µl 4.9 µl 
PCR- produkt 5 µl 5 µl 1.5 µl 1.5 µl 
 
Reaktionerne med ApaI (PCR produkter med COI) blev sat ved 25°C (Efter plakat fra New 
England BioLabs
®
Inc 2005) i ca. 2 ½ time. Resten af reaktionerne blev sat ved 37°C i samme 
tidsrum.  
Dernæst blev to geler fremstillet efter fremgangsmåde, som beskrevet i laboratoriedel 1. Da 
PCR maskinerne var færdige og reaktioner med restriktionsenzymer var færdige, blev alle 
prøver sat på gel (se Bilag 1). Der blev taget 5 µl af prøverne med Qiagen mastermix og 
blandet med 2 µl loadingbuffer. Der blev taget 5 µl af prøverne med Dream Tag Mastermix 
og sat på gel og reaktionerne med restriktionsenzymer fik tilsat 3 µl loadingbuffer (total 
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volumen er 11 µl). Der blev også sat prøver på gelen med 4 µl template DNA og 2 µl 
loadingbuffer.  
Lab 3 Undersøgelse af halveret DNA koncentration og øget MgCl2
-
 koncentration  
Materiale 
Samme materialer som er anvendt til PCR og gelelektroforese i Lab 1 og 2, med DNA fra 
station VF1 og HB1. 
 
Formål 
At undersøge hvorvidt halveret DNA koncentration (2µl i stedet for 4 µl) giver flere PCR 
produkter. Derudover gentages dele af de tidligere laboratorieforsøg, for at undersøge 
hvorvidt manglende laboratorieerfaring kan give forskellige resultater. Det undersøges også 
om en øget MgCl2
-
 koncentration giver PCR produkter for primeren COI, når Dream Tag 
Mastermix benyttes. 
 
Udførelse 
Mandag d. 5/4l 2011 lavede vi en mastermiks med Qiagen mastermix ligesom laboratoriedel 
1, som skulle række til 7 rør. Der blev lavet én blanding med COI primer og én med 16S 
primer, og så løb vi tør for Qiagen mastermix. Vi tog igen 16 µl af hver blanding og uddelte i 
PCR rørene og tilsatte DNA fra VF1. Denne procedure blev gentaget med DNA fra station 
HB1, med den forskel at der kun blev anvendt halvt så meget DNA. Der blev tilsat 
tilsvarende mere MilliQ vand til hver prøve. Der blev igen kun lavet prøver med primer COI 
og 16S. Derudover lavede vi PCR prøver med Dream Tag Mastermix, hvor vi gentog 
proceduren fra laboratoriedel 2. med samme mængde DNA fra VF1 og COI primeren. Der 
blev også lavet prøver med samme mængde DNA fra VF1, COI primer og 1mM ekstra 
MgCl2
-
. Derudover blev der også lavet PCR prøver med halv mængde DNA fra HB1.  
Alle PCR rørene blev sat på de to PCR maskiner efter standardprogrammet og efterfølgende 
blev prøverne sat på to geler (se Bilag 1). 
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Lab 4 Ekstrahering af DNA  
Materialer 
Ekstraheringsmetode (Christoffersen 2010): Chelex, 
autoklaveret MilliQ vand, 6 E-rør,  
Ekstraheringsmetode (Olesen personlig 
kommunikation): ProteinaseK-TENS (100 mM 
TrisCL pH 8,5, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0,2% 
SDS), ProteinaseK, autoklaveret MilliQ vand, 6 E-
rør, isopropanol og 80% ethanol 
Andet: skalpel, pincet, kleenex, bunsenbrænder, sterile petriskåle, mikroskop, varmeskab, 
whirlimixer og centrifuge.  
 
Formål 
At benytte to forskellige ekstraheringsmetoder, til at oprense DNA fra de indsamlede 
børsteorme fra feltturen. Derved er det muligt at undersøge om ekstraheringsmetoden har 
indflydelse på PCR reaktionen. 
 
Udførelse 
Mandag d. 11/4 2011 blev der foretaget DNA ekstrahering af de 6 Marenzelleria børsteorme 
der blev indsamlet ved lokation 6 under feltturen, som led i identifikationen (se Figur 6). Der 
blev anvendt to metoder til at foretage DNA ekstrahering for at have en sammenligning af de 
senere PCR produkter og øvrige resultater.  
1. Ekstraheringsmetode (Christoffersen 2010) 
 Der laves en 5 % opløsning af Chelex i autoklaveret MilliQ vand 
 Der overføres 500 µl til 6 Eppendorfrør som markeres fra 1-6 med grøn tusch 
 Ormene overføres til en steril petriskål med autoklaveret MilliQ vand, og et 
stykke af haledelen skæres fra med skalpellen. Tarmen fjernes fra halestykke 
(det tjekkes i mikroskopet) og resten af vævet skæres i stykker med skalpellen 
hvorefter vævet dyppes tørt på en ren kleenex og overføres med pincet til ét af 
E-rørene med chelexopløsningen. Både skalpel og pincet holdes sterile ved 
brug af 96 % ethanol og bunsenbrænderen. Resten af ormen overføres til E-rør 
med 96% ethanol. Ormene holdes adskilt, så der ikke forekommer DNA-
kontamination. Alle 6 E-rør med Chelexopløsning og væv inkuberes ved 55°C 
over natten. 
Figur 6. Viser hvordan en børsteorm behandles 
ved ekstrahering af DNA (Udarbejdet ved 
laboratoriedel 4) 
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 Næste dag blev prøverne whirlimixet og centrifugeret kort, inden de blev 
overført til en varmeblok på 100°C i en time. Prøverne blev derefter 
whirlimixet kort og centrifugeret ved 12000 G i 5 min. Således er prøverne 
klar til PCR og kan fryses ned hvis de ikke skal anvendes med det samme. Det 
er vigtigt at centrifugere DNA prøverne før de bruges til PCR, da chelex 
indeholder salte der kan inhibere PCR. 
2. Ekstraheringsmetode (Olesen personlig kommunikation) 
 Der laves en blanding af 3600 µl TEN buffer og 90 µl ProteinaseK. Derefter 
overføres der 500 µl af blandingen til 6 forskellige E-rør. 
 Der skæres et stykke af ormens haledel på ca. 1-2 mm og tarmen fjernes. Hvert 
halestykke placeres i de markerede E-rør (1-6 med blå tusch).  
 Alle E-rør med væv inkuberes ved 55°C over natten.  
 Næste dag stilles prøverne til afkøling ved stuetemperatur. Der markeres 6 nye 
E-rør hvor der tilsættes 500 µl isopropanol fra stuetemperatur til hver. 
Prøverne med børsteormenes DNA whirlimixes voldsomt og centrifugeres 
derefter ved 12000 G, 5 min. og 15°C. Derefter overføres supernatanten til E-
rørene med isopropanolen, hvorefter de står 3-5 min. hvor de vendes 
undervejs. Prøverne centrifugeres ved 12000 G, 5 min og 15°C og 
supernatanten hældes fra. Derefter tilsættes 1 ml 80% ethanol og prøverne 
centrifugeres igen ved 12000 G, 5 min. og 15°C og supernatanten hældes fra. 
Dette gentages en sidste gang og derefter er DNA’et vasket og skal blot tørre i 
rørene, inden der tilsættes 100 µl TE buffer som resuspenderer DNA. Prøverne 
opbevares ved 4°C indtil brug. 
Lab 5 PCR med DNA fra ekstrahering  
Materialer 
DNA fra ormene indsamlet ved feltturen  og ekstraheret ved de to metoder (lab 4), DNA fra 
VF1 og derudover samme materialer som anvendt til PCR og gelelektroforese fra 
laboratoriedel 1 og 2.  
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Formål 
At få PCR produkter fra de indsamlede orme fra feltturen, som er ekstraheret ved to metoder.  
 
Udførelse 
Torsdag d. 14/4 2011 blev DNA fra de to ekstraheringsmetoder benyttet til PCR. Der laves 3 
mastermiks med hver sine primere. PCR rør med COI består hver af 9 µl Dream Tag 
Mastermix, 2 µl COI forward, 2 µl COI reverse og 5 µl belyst vand. PCR rørene med 16S og 
18S består hver af 9 µl Dream Tag Mastermix, 1 µl COI forward, 1 µl COI reverse og 7 µl 
belyst vand.  Halvdelen af rørene tilsættes 2 µl DNA fra hver af ormene ekstraheret ved 
Christoffersens (2010) metode, og den anden halvdel tilsættes 2 µl DNA ekstraheret ved 
Olesens (personlig kommunikation) metode. Prøverne sættes på PCR maskinen. Dog viste det 
sig at den ikke var startet rigtigt. Så denne del gentages igen fredag d. 15. april 2011. 
Udover at lave PCR med egne indsamlede prøver, gentages delen fra laboratoriedel 3., hvor 
DNA fra VF1 benyttes og halveres endnu engang, så der kun tilsættes 1 µl DNA, og 
tilsvarende 1 µl ekstra vand, i hvert PCR rør. Det var kun de to positive og to negative DNA 
prøver der blev benyttet og ikke nogen blandinger. De blev sat på PCR maskinen som ikke 
virkede. Derfor er der ikke nogle resultater fra dette i laboratoriedel 5.   
Der foretages agarose gelelektroforese på PCR prøver fra de seks indsamlede orme. Den 
gamle runningbuffer er udskiftet med ny buffer og der er lavet to nye geler efter samme 
vejledning som laboratoriedel 1.  
Lab 6 RFLP  
Materialer 
Samme materialer som er anvendt til RFLP og gelelektroforese ved Lab 2 og derudover 
plasmid PFH2102 samt WinSeq til teoretisk baggrund for skæring af plasmidet med 
restriktionsenzymerne. 
 
Formål 
At foretage RFLP på de prøver der gav PCR produkt ved Lab 5, for at identificere hvilke 
siblingearter, som børsteormene tilhører. Derudover er formålet, at undersøge hvorvidt 
restriktionsenzymerne virker, ved at inkubere dem med et kendt plasmid, og se om det bliver 
skåret korrekt. Der benyttes højere koncentration af alle enzymerne, da dette kan give skæring 
af hele PCR produktet. Dog skete der en misforståelse, så koncentrationen blev højere end 
planlagt.   
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Udførelse 
Mandag d. 18. april 2011 foretages RFLP med prøver der viste et korrekt PCR produkt (se 
resultat af laboratoriedel 5 i Bilag 1). For at undersøge hvorvidt restriktionsenzymerne virker 
korrekt, laves en kontrolprøve med plasmidet for alle enzymerne. Der laves blandinger ud fra 
skemaet vist i Tabel 5, hvor det kun er PCR produkt fra orm nummer 2 (Jf. resultatafsnit), der 
er ekstraheret efter Christoffersens (2010) metode. Prøverne opbevares alle, undtagen den 
med ApaI (opbevares ved 27°C), ved 37°C i to timer. Derefter sættes prøverne på gel (se 
Bilag 1). 
 
Tabel 5. Viser reaktionsblandingerne til enzymskæring af PCR produkterne fra indsamlet børsteorm 
nr. 2 (modificeret efter Christoffersen 2010). 
Indhold i 
blanding til 
enzymskæring 
COI- skæring 
med ApaI (NEB). 
16S- skæring med 
SspI (NEB). 
18S- skæring 
med Cfr13I 
(Fermentas). 
18S- skæring med 
EaeI (Fermentas). 
Enzym 2 µl 
(50 units/µl) 
2 µl  
(5 units/µl) 
2 µl  
(10 units/µl) 
2 µl  
(3 units/µl) 
Buffer + andet 0.3 µl NE buffer4 
 0.1 µl 
BSA(100*)  
0.3 µl NE buffer2 0.75 µl 
Tangobuffer 
0.6 µl NE buffer1 
 
Milli Q vand 0.6 µl 0.7 µl 3.25 µl 3.4 µl 
PCR- produkt / 
plasmid 
5 µl 5 µl 1.5 µl 1.5 µl 
 
Lab 7 Undersøgelse af yderligere sænket DNA koncentration og tilføjelse af BSA  
Materialer 
Samme materialer som er anvendt til PCR ved Lab 2. 
 
Formål 
At undersøge hvorvidt lavere DNA koncentration (1µl) giver flere PCR produkter. Derudover 
undersøges hvorvidt der forekommer flere PCR produkter, hvis der tilsættes BSA til 
prøverne, hvor der stadig tilsættes 2µl DNA. 
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Udførelse 
Tirsdag d. 26. april 2011 foretages PCR prøver med DNA fra VF1 og fra indsamlede orme fra 
feltturen. Der laves prøver med 1 µl DNA og prøver med ekstra 0,2µl af 2 µg/µl BSA. 
Prøverne blev lavet ud fra samme fremgangsmåde som tidligere nævnt, hvor der laves en 
masterblanding til samtlige PCR rør der skal anvendes. Dog blev der lavet to forskellig 
masterblanding afhængig af om det var til rørene med ekstra BSA eller ej. Dermed blev der i 
rørene med 1 µl DNA tilsat 9 µl Dream Tag Mastermix, 2 µl forward primer (COI), 2 µl 
reverse primer (COI) og 6 µl belyst MilliQ vand. I tilfældet med de andre to primere (16S og 
18S) blev der kun anvendt halv mængde i forhold til COI og tilsvarende mere vand.  
Rørene med ekstra BSA indeholdte det samme, med undtagelse af, at der var tilsat 0,2 µl 
BSA og 2 µl DNA og justeret mængden af vand, så volumen var ens (20 µl i hver rør). BSA 
koncentrationen var fremkommet, ved at fortynde 10 µg/µl BSA til 2 µg/µl. 
Alle rørene blev sat i de to PCR maskiner og kørt med standard programmet. Næste dag blev 
alle prøverne sat på to geler med 5 µl i hver brønd (se Bilag 1). Der blev anvendt λEco911 
som markør, og prøverne kørte ca. 45 min. ved 130 volt.  
Lab 8 Spektrometri  
Materialer 
DNA fra de 6 indsamlede orme og DNA fra VF1 (VI, X, VII, V), centrifuge, MilliQ vand, 
kuvette spektrofotometer (eppendorf BioPhotometer 8,5 mm), Nanodrop spectrophotometer 
ND-1000 og rispapir. 
 
Formål 
At undersøge DNA koncentrationen, se hvor rent DNA var, samt se hvor fragmenteret DNA 
var. 
 
Udførelse 
Torsdag d. 28. april 2011 ville vi undersøge DNA koncentrationen ved almindeligt 
spektrofotometer. Vi centrifugerede DNA i 5 min. ved 12000 G og pipetterede 1 µl DNA og 
99 µl MilliQ vand i nye E-rør. Spektrofotometeret blev nulstillet ved at anvende MilliQ vand 
og derefter blev hver prøve overført til kuvetten og DNA koncentrationen blev målt. Mellem 
hver prøve blev kuvetten skyllet med MilliQ vand, ligesom det blev anvendt som afslutning 
på målingerne (se Bilag 6 for resultater). 
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Prøverne blev endvidere målt ved Nanodrop, som også blev nulstillet med MilliQ vand (én 
dråbe) ved 260 µm, og derefter blev 1 dråbe af hver prøve målt, og der blev tørret med 
rispapir mellem hver prøve. Der afsluttes med MilliQ vand.  
 
Lab 9 Samlet optimering af PCR reaktionen  
Materialer 
Samme materialer som tidligere anvendt til PCR og agarose gelelektroforese. 
 
Formål 
At undersøge om det giver flere PCR produkter, når der anvendes mindre DNA og ekstra 
BSA sammen med Dream Tag Mastermix og halveret primer koncentration (16S og 18S) som 
tidligere laboratorieforsøg viser. Derudover undersøges om det giver flere PCR produkter, når 
den mere specifikke reverse primer (HCOI2198) anvendes. Samtidig undersøges om 
annealing temperaturen har betydning for prøver med COI primer, således at der kommer 
flere PCR prøver når temperaturen ændres til 48°C. 
 
Udførelse 
Mandag d. 2. maj 2011 udføres PCR med 1 µl DNA fra VF1 (VII,VI, V, X) og fra de 
indsamlede orme fra feltturen (1-6). Der laves masterblanding på samme måde som tidligere, 
men der tilføjes ekstra BSA til hver PCR reaktion. Ved et tilfælde blev BSA ikke fortyndet, 
således blev der anvendt 0,2 µl  af 10 µg/ µl BSA. Tidligere har vi kun anvendt HCOI709 
som reverse primer, og den kaldes nu COI 1, og denne gang benyttes også HCOI2198 der 
kaldes COI 2. Alle prøver køres på PCR maskine som tidligere beskrevet. Men de prøver med 
henholdsvis COI 1 og 2 sættes på en anden PCR maskine med den eneste forskel, at 
annealing temperaturen ændres til 48°C , hvorved bindingen af den degenererede primer 
øges.  
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Hovedforsøg: PCR prøver og identifikation af børsteorme ved RFLP 
I dette hovedforsøg, bliver der foretaget PCR med i alt 45 DNA prøver, med den optimerede 
reaktion fra de indledende forsøg. DNA prøverne kommer fra vores indsamlede orme fra 
feltturen og tilfældigt udvalgte prøver fra Christoffersen (2010). I alle tilfælde har 
Christoffersen (2010) ikke fået PCR produkt med disse DNA prøver. Derudover er prøverne 
valgt, således at de repræsenterer børsteorme der er indsamlet fra forskellige stationer i 
Danmark. Hvis der bliver opnået PCR produkt fra en DNA prøve, bliver der efterfølgende 
foretaget RFLP.  
 
Formål 
At få PCR produkter på et udvalg af de DNA prøver som Christoffersen (2010) ikke fik 
produkter fra. Derudover er formålet, at identificere hvilke arter som de børsteorme tilhører, 
hvor der er fremkommet PCR produkt, ved at anvende RFLP. Da enzymet ApaI ikke er 
tilstede ved analysen, bliver PCR prøver med COI ikke anvendt. 
 
Udførelse 
De indledende laboratorieforsøg har givet mulighed for at få optimeret PCR prøverne. 
Dermed bliver PCR reaktionen udført efter følgende protokol: 9 µl Dream Tag Mastermix, 1 
µl forward primer, 1 µl reverse primer (dog 2 µl for COI forward og reverse), 0,2 µl af 10 
µg/µl BSA og MilliQvand til en samlet volumen på 19 µl. Derudover er der tilsat 1µl 
template DNA, inden hver prøve sættes i PCR maskinen efter standardprogrammet. Derefter 
foretages agarose gelelektroforese, for at undersøge om der er fremkommet PCR produkt. 
Hvis der er PCR produkt, efterfølges det af RFLP. Disse laves efter Tabel 4, hvor 
koncentrationen af restriktionsenzymerne øges til 0,5 µl og derudover anvendes 2 µl PCR 
prøve eller 1µl afhængig af mængden af PCR. Der benyttes igen et plasmid og samtidig 
benyttes plasmidet sammen med en kontrolprøve (uden DNA) for at se hvorvidt Dream Tag 
Mastermix kan have indflydelse på resultaterne fra RFLP.  
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Fejlkilder 
I laboratoriet er der forekommet unøjagtigheder ved afpipettering af prøver og manglende 
præcision i forbindelse med udførelse af de metodiske procedurer, som blandt andet skyldes 
manglende erfaring. I nogle tilfælde er resultaterne analyseret ud fra gelbilleder, som ikke 
stemmer overens med den forventede metode på grund af eksperimentelle fejlkilder. Der 
findes resultater, som viser at der er PCR produkt i kontrolprøver, hvilket ikke er muligt. 
Derfor er der ikke altid overensstemmelse med prøver i brøndene og udslag ved fotografering 
af gelerne (se Bilag 1 og 2). Ligeledes kan den samme metode, give forskellige resultater, 
hvilket ikke er forventet, og må skyldes personlige unøjagtigheder eller forskelligheder i de 
anvendte præparater, såsom ujævn fordeling af inhibitorer eller gamle præparater.  
I forbindelse med RFLP, fik vi ikke bestilt et nyt apaI enzym i tide, og derved er der ikke 
resultater med inkuberede PCR prøver fra COI. Ydermere skete der misforståelse omkring 
udførelse af RFLP i hovedforsøget, således at det kun var halvdelen af PCR produkter med 
18S der blev inkuberet med Cfr13I og den anden halvdel blev inkuberet med EaeI.     
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Resultater 
Felttur 
Ved feltturen blev seks lokaliteter undersøgt, for at finde Marenzelleria børsteorme. Kun ved 
et lokalitet (nr. 6), blev der fundet seks børsteorme, som ikke lignede de hjemmehørende arter 
Neries, ud fra morfologiske undersøgelser (se Knudsen & Mozina 2011).  Børsteormene blev 
fundet på en vanddybde over 1 meter, saliniteten var 15 ppt, vandtemperaturen var 8°C og 
sedimentet var mudret og sandet. For yderligere information om lokaliteterne med hensyn til 
karakteristiske træk ved habitat henvises til Knudsen & Mozina (2011).  
Indledende undersøgelser  
Lab 1 Undersøgelse af primere, enzymer, annealing temperatur og blanding af DNA  
Resultaterne viste PCR produkt (bånd ved ca. 700 bp) for alle 3 primere, som dermed virker 
og ligeledes virker enzymerne. Derudover viser resultaterne, at en øget annealing temperatur 
til 53°C for 18S ikke giver et bedre resultat i forhold til 50°, da der kun er 3 prøver i forhold 
til 4 prøver med PCR produkt. I forhold til de blandede prøver giver de i mange tilfælde PCR 
produkt, hvorved mængden af inhiberende stoffer ikke kan være dominerende (Se Tabel 6) 
Resultaterne viser endvidere, at der er meget template DNA i en del prøver, hvilket giver en 
smear på gelbilledet. I bunden af gelen ses bånd som kan være primer dimer (primer og 
polymerase) og det tyder på at mængden af primere har været for stor, og det er ikke ønsket at 
få bånd med junk DNA (se Bilag 1). 
Tabel 6. Viser hvor mange PCR produkter, ud af seks mulige, der var d. 21. marts 2011 (DNA fra SF1, 
HB1 og VF1). Der er kommet PCR produkt ved alle primerne, når der er anvendt DNA fra positive 
prøver og blandede prøver. Der er kommet færre PCR produkter, når annealing temperaturen er 
øget for 18S. I alle tilfælde er Qiagen Mastermix anvendt(Konstrueret efter Bilag 1: Tabel 1 og Figur 
1). 
  Positive Negative Blandede 
COI 1/6 0/6  2/6  
16S 2/6  1/6  1/6  
18S1 
(50°) 2/6  0/6  2/6  
18S2 
(53°) 1/6  0/6 2/6  
 
I følgende forsøg, vil annealing temperaturen for 18S ikke ændres og der blive undersøgt om 
lavere primer koncentration giver flere PCR produkter.  
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Lab 2 Undersøgelse af ny Mastermix og lavere primer koncentration samt undersøgelse 
af restriktionsenzymer  
Resultaterne viste, at der ikke var nogle PCR produkter når Qiagen Mastermix blev anvendt. 
Det sker på trods af, at der tidligere var PCR produkt. Dermed tyder det ikke på, at halvering 
af primerne 16S og 18S var brugbart i dette tilfælde. Til gengæld viser resultaterne, at der er 
rigeligt DNA i de fleste prøver, selvom det er ujævnt hvor meget smear der ses på gelen i de 
forskellige brønde. Resultaterne ved brug af Dream Tag mastermix viser, at der er 
fremkommet PCR produkt ved brug af primerne 16S og 18S. Da der ikke er PCR produkt ved 
COI primeren, er Qiagen Mastermix muligvis bedre, men Dream Tag Mastermix virker som 
et godt alternativ, og det viste PCR produkter, når primer mængden var halveret (se Tabel 7).   
 
Tabel 7. Viser antallet af PCR produkter fra VF1 ud af to mulige, d. 31. marts 2011. Der er anvendt 
Dream Tag Mastermix og kun halv koncentration af 16S og 18S (Konstrueret efter Bilag 1: Figur 2). 
  Positive Negative Blandede 
COI  0/2 0/2  0/2  
16S 1/2  0/2  2/2  
18S  2/2  1/2  2/2  
 
I forhold til identifikation af børsteormene ved RFLP, viste resultaterne, at den ene børsteorm 
med stor sandsynlighed var Marenzelleria viridis, da den var blevet klippet med det nukleare 
restriktionsenzym Cfr13I. Ingen af de andre restriktionsenzymer har skåret PCR produkterne, 
og da SspI og EaeI kun klipper hvis det er Marenzelleria neglecta, er ingen af de undersøgte 
orme M. neglecta fra stationerne VF1 og HB1. I tilfældet med ApaI, var der ikke noget PCR 
produkt at se, og derfor har det ikke klippet. 
 
I følgende forsøg benyttes Dream Tag Mastermix, og det undersøges hvordan der kan komme 
PCR produkt med COI. Dream Tag Mastermix giver gode resultater, når primer 
koncentrationen for 16S og 18S halveres til 1µl fra 2µl. Dermed fortsættes med disse 
koncentrationer i alle efterfølgende forsøg.  
 
Lab 3 Undersøgelse af halveret DNA koncentration og øget MgCl2
-
 koncentration  
Resultaterne viste, at Dream Tag Mastermix giver PCR produkt med alle tre primere, når 
DNA mængden halveres. Derimod giver det ikke noget PCR produkt ved COI når DNA 
mængden er oppe på ”normal” dosis (4 µl). Det giver heller ikke PCR produkt for COI 
primeren ved at øge MgCl2
-
 koncentrationen fra 2 mM i endelig reaktion til 3 mM (Se Tabel 
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8). Resultaterne ved brug af Qiagen mastermix viser færre PCR produkte end ved 1. 
laboratoriedel, men flere PCR produkter end ved 2. laboratoriedel. Dette skete på trods af, at 
samme mængde af alle stoffer er anvendt, Qiagen Mastermix er vendt rundt og dermed 
blandet før brug og DNA er centrifugeret før brug.  
Det tyder altså på, at Dream Tag Mastermix er ligeså godt eller bedre end Qiagen Mastermix, 
og derudover giver det flere PCR produkter, når mængden af primerne 16S og 18S halveres, 
ligesom DNA mængden halveres fra 4 µl til 2 µl (se Tabel 8). 
Tabel 8. Viser hvornår der er observeret PCR produkt d. 5. april 2011. Der er flest PCR produkter, når 
der anvendes halv DNA koncentration og benyttes Dream Tag Mastermix. Der er stort set ingen PCR 
produkter når Qiagen Mastermix benyttes. Når der er parentes omkring tallet, er det et svagt bånd 
der udtrykker PCR produktet (Konstrueret efter Bilag 1: Tabel 3 og Figur 3). 
Dream Tag Mastermix Positive Negative Blandede 
COI (VF1) 0/2 0/2 0/2 
COI Mg2Cl
- 
0/2 0/2 0/2 
Halv mængde DNA (HB1) (2 µl) 
  
  
COI 2/2 0/2 2/2  
16S 2/2  1/2  2/2  
18S1 2/2  1/2  2/2  
Qiagen Mastermix  
  
  
COI (VF1)  0/2 0/2  0/2  
16S (VF1)  (1)/2 0/2  0/2  
Halv mængde DNA HB1 (2 µl)       
COI 1/2  0/2  0/2  
16S (1)/2  0/2  0/2  
 
Dermed vil der i det efterfølgende forsøg benyttes 2 µl DNA og udelukkende benyttes Dream 
Tag Mastermix i stedet for Qiagen Mastermix. Derudover vil der ikke blive blandet DNA i de 
efterfølgende forsøg og Mg2Cl
-
 koncentrationen vil ikke blive ændret. 
Lab 4, 5 og 6 Ekstrahering af DNA, PCR og RFLP 
Der blev ekstraheret DNA fra alle seks indsamlede orme (se Felttur) ved hjælp af to 
forskellige metoder (Christoffersen 2010; Olesen personlig kommunikation). DNA fra disse 
to metoder blev anvendt til PCR. Resultaterne viste, at der ikke fremkom noget PCR produkt 
fra nogle af ormene, ekstraheret efter Olesen (personlig kommunikation). Derimod fremkom 
der PCR produkt fra børsteorm nummer 2 ved Christoffersens (2010) ekstraheringsmetode og 
primerne 16S og 18S. Dermed er det kun børsteorm nummer 2 der er mulighed for at 
identificere ved RFLP. Resultaterne fra RFLP giver dog ikke noget svar på, hvilken art, som 
børsteorm nr. 2 tilhører. Det skyldes, at ingen af restriktionsenzymerne har klippet PCR 
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produktet, som ses som ét bånd ved ca. 700bp. Der er stadig et slags bånd i bunden, som 
skyldes dimer primer, og således ikke er et udtryk for at enzymerne har skåret. Resultaterne 
tyder dog på, at restriktionsenzymerne virker, da plasmidet i alle tilfælde er blevet skåret (se 
Bilag 1: Figur 4 og 5 samt Bilag 5).  
 
I de efterfølgende forsøg, vil DNA koncentrationen sænkes til 1 µl og effekten af BSA vil 
undersøges, for at se om udbyttet af PCR derved øges. 
 
Lab 7 Undersøgelse af yderligere sænket DNA koncentration og tilføjelse af BSA  
Resultaterne på  
Tabel 9 viser, at der er flere PCR produkter i tilfældene med DNA fra indsamlede orme fra 
feltturen og fra VF1, når der anvendes ekstra BSA. Der er ikke foretaget PCR med børsteorm 
nr. 2, da den tidligere gav produkt. Der er PCR produkt fra indsamlet børsteorm nr. 1 ved 16S 
og børsteorm nr. 4 ved 18S. Fra VF1 er der produkt ved en positiv og en negativ prøve ved 
16S og derudover er der PCR produkt for alle prøver ved 18S, når der anvendes ekstra BSA. 
Resultaterne ved brug af mindre DNA viser, at der er PCR produkt ved indsamlet børsteorm 
nr. 4 ved 18S. Derudover viser resultaterne, at der er PCR produkt fra en positiv VF1 prøve 
ved 16S og to positive prøver ved 18S (se Bilag 1: Figur 6.).  
Tabel 9. Viser resultaterne fra d. 26. april 2011. Der er PCR produkt ved brug af primerne 16S og 18S 
for børsteormene indsamlet fra feltturen. Tabellen viser, at der er flere PCR produkter, når der 
tilsættes ekstra BSA i forhold til at sænke DNA koncentrationen (Konstrueret efter Bilag 1: Figur 6). 
Tilsat 0,2 µl af 10 µg/µl BSA og 2 µl DNA   Kun tilsat 1 µl DNA   
DNA fra orme fra feltturen PCR produkter Orme fra feltturen  PCR produkter 
COI  0/5 COI  0/5 
16S  1/5 (nr. 1) 16S  0/5 
18S  1/5 (nr. 4) 18S  1/5 (nr. 4) 
DNA fra VF1    DNA fra VF1   
COI  0/4 COI  0/4 
16S  2/4 16S  ¼ 
18S  4/4 18S  2/4 
 
Dermed indikerer dette forsøg at tilsætning af BSA øger udbyttet af PCR og muligvis har det 
en positiv effekt at fortynde DNA yderligere. I følgende forsøg undersøges den samlede 
effekt af ekstra BSA og sænket DNA koncentration til 1 µli PCR reaktionen.  
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Lab 8 og 9 Spektrometri og samlet optimering af PCR reaktionen 
Resultaterne fra laboratoriedel 8 er givet ved spektrofotometri, men stemmer ikke overens 
med de forventede resultater, da de afsluttende vandprøver gav værdier med samme DNA 
mængde som øvrige prøver(se Bilag 6). Derimod viste resultaterne fra spektrofotometri med 
Nanodrop, som giver resultaterne der ses på Tabel 11, og viser at DNA koncentrationen kan 
svinge fra 58 ng/µl til 574 ng/µl. Derudover er koncentrationen generelt lavere, for de 
børsteorme hvor vi har ekstraheret DNA i forhold til Christoffersen (2010). Det tyder ikke på, 
at mængden af DNA har betydning for udbyttet af PCR, da den eneste børsteorm som slet 
ikke gav PCR produkt var nr. 5, som havde en DNA koncentration på 162 ng/µl DNA. Selv 
børsteorm nr. 3, hvor der er ekstraheret lavest DNA koncentration på 58 ng/µl, er der 
fremkommet PCR produkt én gang. 
Resultaterne fra laboratoriedel 9 viste, at der er kommet PCR produkt for børsteorm nr. 2 ved 
alle primerne og ved primer 18S er der PCR produkt fra orm 2, 4 og 6. Når den specifikke 
reverse primer for COI (HCOI2198) benyttes med annealing temperatur på 48° er der PCR 
produkt for den indsamlede børsteorm nr. 1 og 3. I tilfældet med DNA fra VF1 er der stort set 
PCR produkt ved alle prøverne (se Tabel 10 og Bilag 1: Figur 7). Resultaterne skal ses i lyset 
af, at alle prøver er tilsat ekstra BSA, der sandsynligvis ikke er fortyndet (0,2 µl af 10 µg/µl) 
og der er kun tilført 1 µl DNA. Med hensyn til at benytte en mere specifik reverse COI 
primer, er resultaterne entydigt bedre eller dårligere i forhold til standard primeren. Ligeledes 
har en sænket annealing temperatur for COI primerne ikke nogen entydig bedre effekt}. 
Derfor benyttes standard primeren, som er anvendt ved alle tidligere forsøg, og annealing 
temperaturen bevares ved 50°C i efterfølgende forsøg. Resultaterne for COI2 (48°) er fundet 
senere, pga. manglende plads på gelen, og derved er der ikke blevet lavet RFLP for disse PCR 
produkter. 
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Tabel 10. Viser antallet af PCR produkter d. 2. maj 2011, når der er anvendt ekstra BSA og kun 1 µl 
DNA. Fra de indsamlede orme er der i alle tilfælde fremkommet PCR produkt for børsteorm nr. 2. 
Det er ikke entydigt bedre at anvende en ny primer (COI2=HCOI2198) og ændre annealing 
temperaturen til 48°C. Vi har dog fået PCR produkt fra de indsamlede børsteorme 1 og 3 ved COI2 og 
48°C. Til gengæld har vi flere PCR produkter for VF1 når standard primeren benyttes ved 50° 
(Konstrueret efter Bilag 1: Figur 7 og Figur 8). 
Orme fra feltturen PCR produkter DNA fra VF1 PCR produkter 
COI1 = HCOI709 (standard)  1/4 (nr. 2) COI1 = HCOI709 (standard)  3/4 
COI1 (48°)  1/4 (nr. 2) COI1 (48°)  2/4 
COI2 = HCOI2198  1/4(nr. 2) COI2 = HCOI2198  2/4 
COI2 (48°)  2/4 (nr. 1 og 3) COI2 (48°)  2/4 
16S  1/4 (nr. 2) 16S  3/4 
18S  3/4 (nr. 2, 4 og 6) 18S  4/4 
 
Tabel 11. Resultat af Nanodrop ved laboratoriedel 9 (3 maj 2011), som viser at der generelt er mere 
DNA fra Christoffersens (2010) ekstraherede børsteorme, i forhold til de ekstraherede børsteorme 
fra feltturen. 
Indsamlede børsteorme fra feltturen   Børsteorme fra station VF1   
  DNA koncentration (ng/µl) 
  
DNA koncentration (ng/µl) 
1 94 
   
VII 537 
 
  
2 146 
   
VII 338 
 
  
3 58 
   
VII 574 
 
  
4 129 
   
X 251 
 
  
5 162 
      
  
6 379               
 
Den samlede optimering af PCR, der giver størst udbytte i de indledende forsøg, er dermed 
givet ved følgende PCR reaktion: 
 9 µl Dream Tag Mastermix 
 1 µl primer (2 µl COI) 
 0,2 µl af 10 µg/µl BSA 
 1 µl template DNA 
 Samlet volumen på 20 µl 
 Annealing temperatur på 50°C 
 
Det er dermed denne PCR reaktion der benyttes i hovedforsøget. 
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Hovedforsøg: PCR prøver og identifikation af børsteorme ved RFLP 
Alle resultater fra de forskellige DNA prøver er samlet i Tabel 12, og på Figur 7 ses et 
eksempel på resultater fra PCR (se Bilag 7 for sammenligning af bånd størrelse med markør). 
På tabellen ses det, at der er fremkommet PCR produkt for COI ved 10 ud af 45 orme, for 16S 
ved 13 ud af 45 orme og for 18S ved 18 ud af 45. Endvidere er der opnået PCR produkt for 
13 stationer (herunder er inddraget feltturen) ud af 15 mulige. Hvis man kun ser på stationer 
fra Christoffersen (2010), er der PCR produkter ved 11 ud af 14 stationer. Med hensyn til 
identifikation af børsteormene ved RFLP, er der kun resultater for 6 stationer (inklusiv 
feltturen) og de er alle baseret på det nukleare DNA 18S. Der er i de fleste tilfælde tre bånd, i 
stedet for to, da PCR produktet ikke er fuldkomment skåret med Cfr13I. Med hensyn til EaeI, 
har dette restriktionsenzym ikke skåret nogle af PCR produkterne, og derfor tyder det ikke på, 
at der er nogen af børsteormene, der er M. neglecta eller hybrider mellem M. neglecta og M. 
viridis. Det tyder på, at alle PCR prøver, der er blevet skåret med Cfr13I, er Marenzelleria 
viridis. Der er ingen af prøverne der er blevet dobbeltpositive, da ingen af prøverne er blevet 
inkuberet med ApaI (se Figur 8 og Bilag 1). Dermed er der 11 børsteorme fra de seks 
stationer der sandsynligvis er M. viridis. På Figur 8 ses et eksempel på resultater fra RFLP. 
Det ses at plasmidet er skåret af enzymerne, når det er blandet med kontrolprøver (uden 
template DNA), og derved er der ikke noget der tyder på, at Dream Tag Mastermix har nogen 
negativ effekt på restriktionsenzymerne. 
Der er blevet foretaget RFLP på tre af de indsamlede børsteorme fra feltturen. Resultaterne 
viser, at de sandsynligvis er M. virids (se Figur 9). Det har ikke været muligt, at dobbelttjekke 
det, da resultaterne fra inkubering af prøverne med ApaI ikke har givet skæring, muligvis på 
grund af gammelt enzym. Derfor skal resultatet ses i lyset af, at PCR prøverne kun er skåret 
med nukleart DNA (18S) med enzymet Cfr13I. Derimod er ingen er prøverne skåret med 
enzymet EaeI. Derudover er alt PCR produkt skåret fra den ene børsteorm, hvormed denne 
børsteorm (nr. 6) er Marenzelleria virids. 
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Figur 7. PCR produkter fra laboratoriedel 11, d. 10. maj 2011. På venstre gel er alle prøver med 
ufortyndet BSA (0,2 µl af 10 µg/µl BSA). På kam 1 er prøver fra brønd 2-12 med COI (brønd 12 er 
kontrol). Fra 13-19 er prøver med 16S. På kam 2 er prøver med 16S fra brønd 2-5 (brønd 5 er 
kontrol). Fra brønd 6-16 er prøver med 18S (brønd 16 er kontrol). På højre gel er prøve med 
fortyndet BSA (0,2 µl af 2 µg/µl BSA). På kam 1 er prøver med COI fra brønd 2-12 (brønd 12 er 
kontrol). Der er prøver med 16S fra brønd 13-19. På kam 2 er prøver med 16S fra brønd 2-5 (brønd 5 
er kontrol) og prøver med 18S i brønd 6-16 (brønd 16 er kontrol). 
 
 
Figur 8. Resultater fra RFLP d. 19. maj (laboratoriedel 14). På venstre gel (1) er den øverste kam og den 
første brønd på anden kam PCR prøver med SspI. De resterende prøver på nederste kam er 
inkuberet med Cfr13I. Resultaterne viser, at fem af prøverne er uden PCR produkt, 11 prøver er 
blevet klippet af enzymet, men ud af de 11 prøver, er det kun tre prøver der er fuldstændig klippet 
(resten er der stadig PCR produkter at se). På den højre gel (2) er den øverste kam PCR prøver med 
EaeI. Ingen af prøverne er blevet skåret, for der ses kun PCR produkter, og brønd 12 og 17 med to 
bånd har også to bånd efter PCR (se Figur 7). Den nederste kam på gelen er plasmid og 
plasmid+kontrol der er skåret med henholdsvis SspI, Cfr13I og EaeI. 
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Figur 9. RFLP d. 6. maj 2011 (laboratoriedel 10). Det venstre gelbillede viser resultatet af 
enzymskæring med Cfr13I på tre indsamlede orme fra feltturen (nr. 2, 4 og 6) i brønd 2, 3 og 4. Det 
højre gelbillede viser de samme PCR prøver, som er inkuberet med EaeI, som ikke har skåret. Brønd 1 
er markør λ Eco911 (BstEII) (modificeret efter Figur 8).  
 
Tabel 12. Viser resultaterne af PCR og RFLP fra 45 børsteorme fra 14 stationer og feltturen 
(Konstrueret efter vedlagte Bilag 2 samt Figur 7 og Figur 8). 
 
PCR produkt     Enzym skæring   
 Station COI 16S 18S Antal orme total ApaI SspI Cfr13I EaeI Konklusion 
MF1 1 1 1 4 1/4 = 25% - 0 1 - Sandsynligvis viridis 
KV1 1 1 2 2 4/6 = 66% - 0 1 0 Sandsynligvis viridis 
RF1 1 1 2 2 4/6 = 66 % - 0 2 0 Sandsynligvis virids 
VF1 2 3 4 4 9/12 = 75% - 0 4 0 Sandsynligvis viridis 
NB1 0 0 1 4 1/12= 8% - 0 - 0 - 
HO1 0 0 0 4 0/4= 0% - 0 - - - 
SB1 0 0 0 2 0/2 = 0% - 0 - - - 
KB1 1 1 1 2 1/2 = 50% - 0 - - - 
GS1 0 1 0 2 1/6= 16 % - 0 - - - 
SF1 0 0 0 4 0/4 = 0% - 0 - - - 
STB1 1 2 2 4 5/12 = 41% - 0 1 - Sandsynligvis viridis 
RØR 0 0 1 1 1/3 = 33% - 0 - - - 
NØR 0 0 (1) 1 1/3 =33% - 0 - 0 - 
HB1 0 2 0 3 2/9 = 22% - 0 - - - 
Felttur 3 1 3 6 5/18 = 27% - 0 3 0 Sandsynligvis viridis 
I alt 10 13 18 45 
I alt % 22% 29% 40% 
 I alt 
(uden 
felttur) 7 12 15 39 
I alt 
(%) 
(uden 
felttur) 18% 30% 38%   
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Diskussion 
I Europa er Marenzelleria børsteorme blevet spredt ved skibstransportfra Nordamerika, og 
ved det nordlige Tyskland og ved Sverige er Marenzelleria viridis og Marenzelleria neglecta 
blevet identificeret. I Danmark er det indtil videre kun M. viridis der er fundet. Da 
børsteormene er invasive, og har spredt sig i en stor del af Østersøen, er det oplagt at forestille 
sig, at begge orme er i Danmark. Derfor har vi undersøgt hvor det vil være mest oplagt, at 
finde M. neglecta, og en felttur til Lolland/Falster blev planlagt. På de oplagte lokaliteter, 
hvor saliniteten var lav og forholdene burde være optimale i forhold til M. neglectas 
præferencer, fandt vi ingen Marenzelleria børsteorme. I mange tilfælde fandt vi Neries, som 
er hjemmehørende børsteorme, og da Marenzelleria er invasive, har de mulighed for at 
udkonkurrere Neries. Derfor tyder det ikke på, at M. neglecta er etableret i Danmark, og 
muligvis er den slet ikke spredt hertil endnu. Der kan være forhold, som gør at det ikke er 
favorabelt for M. neglecta at slå sig ned i Danmark, men disse eventuelle forhold, er ikke 
afklaret endnu, og der henvises til Knudsen & Mozina (2011) for yderligere diskussion af 
dette. På feltturen fandt vi Marenzelleria børsteorme ved én lokalitet ud af seks, og det var 
den eneste lokalitet, der havde en forholdsvis høj salinitet i det mesohaline spektre på 15 ppt, 
der er tæt på polyhaline, som M. viridis foretrækker. Derfor havde vi en forventning om, at 
det var M. viridis og ikke M. neglecta, som vi havde fundet, på trods af at lokaliteten var 
forholdsvis tæt på Nordtyskland og Sverige. De to børsteorme ligner hinanden morfologisk, 
og er observeret i overlappende habitater. Derfor er forskellige molekylærbiologiske metoder 
blevet benyttet, til at skelne mellem de to siblingearter. Til identifikation af indsamlede 
børsteorme i Danmark, har Christoffersen (2010) haft vanskeligheder med at opnå PCR 
produkter, hvorved PCR/RFLP metoden ikke har været effektiv til identifikationen. I vores 
indledende laboratorieforsøg, har vi gjort forskellige tiltag, for at optimere antallet af PCR 
produkter, med DNA fra udvalgte børsteorme, indsamlet af Christoffersen (2010). Det viste 
sig, at der i mange tilfælde var en smear af DNA ned gennem gelen fra elektroforese, og 
ydermere var der et tykt bånd i bunden af alle prøver. Derfor tydede det på, at der var anvendt 
for stor DNA- og primer-koncentration, hvilket resultaterne underbyggede. Dog er det 
vanskeligt, at vide om det kun skyldes de ændrede koncentrationer, eller om 
laboratorieerfaring og andre faktorer, såsom gammelt Qiagen Mastermix, også har haft 
betydning. Det viste sig, at udbyttet af PCR steg, når vi skiftede fra Qiagen Mastermix til 
Dream Tag Mastermix. Da producenterne af de færdigblandede mastermix ikke beskriver det 
fuldkomne indhold, er det vanskeligt at vide de præcise omstændigheder, der gør at der opnås 
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flere PCR produkter ved brug af Dream Tag Mastermix i stedet for Qiagen Mastermix. Men 
det skyldes sandsynligvis koncentrationen af buffer eller forskellige DNA polymeraser.   
 Der blev også undersøgt smeltepunktstemperatur for primerne, for at undersøge om 
annealing temperaturen i PCR var optimal. Ud fra disse temperaturer, blev det forsøgt at øge 
annealing temperaturen fra 50°C til 53°C for 18S. Det blev også forsøgt at sænke annealing 
temperaturen til 48°C for COI, da den reverse primer var degeneret. Ingen af disse tiltag 
havde dog nogen effekt på det samlede antal PCR produkter, da det ikke blev øget. 
Når Dream Tag Mstermix blev anvendt, var der i starten problemer med at få PCR produkt 
for COI primeren, pga. den er degeneret. Det viste sig, at en øget koncentration af Mg2Cl
-
 
ikke havde nogen effekt, men derimod steg antallet af PCR produkter, så snart DNA-
koncentrationen blev sænket. Men generelt var der færrest PCR produkter, når COI blev 
anvendt (22%) i forhold til de to andre primere. Derfor kunne man forestille sig, at en ny 
primer kunne designes, for at øge antallet af PCR produkter. Det viste sig, at 18S med det 
nukleare DNA, gav flest PCR produkter (40 %). Derfor er denne primer den mest 
anvendelige, for at få så mange PCR produkter så muligt. En anden fordel ved denne primer 
er, at der kan benyttes to restriktionsenzymer ved RFLP, som kan benyttes til identifikation af 
hvilken siblingeart som DNA kommer fra. Dermed kan PCR/RFLP benyttes til identifikation, 
udelukkende fra nukleart DNA. Det er kun for at øge validiteten af resultaterne, at der både 
anvendes nukleart- og mitokondrielt-DNA. Dog er en ulempe ved udelukkende at bruge 
nukleart DNA, at alt PCR produkt skal skæres, for at kunne udelukke, at det er en eventuel 
hybrid. På den anden side, så skal begge restriktionsenzymerne Cfr13I og EaeI klippe 
halvdelen af PCR produkterne hver, for at der er tale om en hybrid. Hvis de ikke begge to har 
skåret PCR produkterne, så tyder det i stedet på, at der er anvendt for meget DNA eller at 
inkuberingstiden ikke har været optimal, men der er i dette projekt ikke fokuseret på at 
optimere og forbedre RFLP. Hvis der kun anvendes mtDNA, er det kun muligt at skelne 
mellem M. viridis og M. neglecta, og resultaterne viser således ikke noget om en eventuel 
hybrid.  
Et andet tiltag der blev gjort, for at øge udbyttet af PCR, var at tilsætte BSA til prøverne. 
Dette havde en yderst god effekt, da antallet af PCR produkter steg markant. Dog var det lidt 
tvivlsomt, hvilken koncentration der var optimal. Der var et tilfælde, hvor der fremkom PCR 
produkt i halvdelen af tilfældene, når der blev anvendt ufortyndet BSA (10 µg/µl), hvorimod 
den fortyndede BSA (2 µg/µl) ikke gav PCR produkter for COI og 16S, men flere PCR 
produkter for 18S. Derfor tyder det på, at BSA har en positiv effekt, i optimering af PCR, 
men at den også kan have en inhiberende effekt ved nogle koncentrationer. BSA er kendt for 
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at binde inhiberende stoffer, som eksempelvis metaller. Når det samtidig har virket effektivt, 
at fortynde DNA prøverne, så tyder det på, at der har været inhiberende stoffer i DNA. Det 
kan eventuelt komme fra noget, som børsteormene har spist, eller ved at tarmen ikke er 
fjernet korrekt ved DNA ekstraheringen. Men det er ikke undersøgt hvad årsagerne kan være, 
eller hvilke stoffer der kan være tale om. En del af vores resultater er tvetydige, da vi i nogle 
tilfælde får PCR produkt, og i andre tilfælde ikke får PCR produkter, selvom vi benytter 
samme metode og samme DNA. Derfor tyder det på, at inhiberende stoffer findes ujævnt 
fordelt i prøverne. Et andet tiltag vi kunne have gjort, for eventuelt at optimere udbyttet af 
PCR yderligere, kunne være at benytte denatureringsmidler, som eksempelvis NaOH. Der er i 
studier vist, at dette middel har været effektivt at anvende til at fjerne inhibitorer og øge 
antallet af PCR produkter. Der har dog ikke været mulighed for at afprøve dette, i vores 
studie. De inhiberende stoffer kan interagere med, eller påvirke DNA template eller DNA 
polymerasen, hvorved PCR produkter udebliver. Derudover kan Chelex
®
100, som er anvendt 
ved DNA ekstraheringen, også have en inhiberende virkning på PCR. Det blev undersøgt, om 
en alternativ ekstraheringsmetode med proteinaseK havde en positiv betydning for PCR. Men 
der kom slet ikke noget udbytte fra PCR, når DNA var ekstraheret ved denne metode. Derfor 
tyder det på, at Chelex
®
100 er brugbar til ekstrahering af DNA fra Marenzelleria børsteorme. 
Et andet tegn på inhiberende stoffer i DNA, blev udtrykt ved spektrofotometri. Resultaterne 
viste, at DNA ikke var særlig rent, da forholdet mellem 260/280 var under 1,8, og derudover 
var DNA koncentrationen forholdsvis lav for de børsteorme, som vi indsamlede ved feltturen. 
DNA koncentrationen skulle dog ikke have stor betydning i forbindelse med PCR, da det kan 
foretages med meget små mængder. Dog kan det være et problem, hvis template DNA er 
nedbrudt, så DNA fragmenterne er mindre end den sekvens der ønskes amplificeret.  I vores 
undersøgelser er PCR produkterne ca. 700 bp, og hvis størstedelen af template DNA findes i 
mindre fragmenter, kan primerne ikke anneale, og DNA bliver ikke amplificeret.  
Vores indledende forsøg viste hvordan PCR reaktionen kunne optimeres, så der fremkom 
flest mulige PCR produkter. Derefter blev der lavet et hovedforsøg med 39 af Christoffersens 
(2010) DNA fra børsteorme fra forskelligt indsamlede stationer i Danmark. Vi udvalgte DNA 
fra børsteorme, der ikke havde givet PCR produkter, og kom fra forskellige stationer, så alle 
var repræsenterede. Vi undersøgte således 39 DNA prøver ud af 78 negative prøver, og de 
kom fra 14 forskellige stationer. Vi fik PCR produkter i et udsnit af DNA prøver fra 11 ud af 
de 14 stationer. Med hensyn til fordelingen af PCR produkter, var der 18% for COI, 30% for 
16S og 38% for 18S. Dermed var der potentielt mulighed for at identificere 18% af 39 orme 
ved brug af mitokondrielt DNA og 38% ved nukleart DNA. Dog havde vi vanskeligheder 
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med RFLP analysen, da restriktionsenzymerne tyder på at være for gamle, og der var tekniske 
problemer med at få anskaffet nyt ApaI. Yderligere var der misforståelser i udførelsen af 
RFLP, da det ikke var samtlige PCR produkter fra 18S der blev inkuberet med 
restriktionsenzymerne. Således var der kun 28% (11 orme ud af 39) af børsteormene der blev 
identificeret ud fra PCR med 18S, da de var skåret med restriktionsenzymet Cfr13I. Dette 
tyder på, at de er M. viridis, på trods af at det ikke var hele PCR produktet der blev skåret 
med det nukleare DNA, og på trods af at de ikke blev skåret med mtDNA. Der var ingen af 
PCR produkterne der blev skåret med SspI eller EaeI, og derfor er ingen af børsteormene M. 
neglecta, og der er derved heller ikke noget der tyder på at der er nogle hybrider.  
Hvis man sammenligner udbyttet af PCR produkter i vores forsøg, med Christoffersen 
(2010), har vi ikke et entydigt bedre resultat. Han fik amplificeret DNA for 36% af sine 
børsteorme med mtDNA og vi fik amplificeret DNA for 38%, når nukleart DNA blev 
anvendt. Resultaterne kan ikke direkte sammenlignes, da vores forsøg er foretaget med 
prøver, som Christoffersen (2010) ikke havde fået PCR produkt fra, og derved tyder det på, at 
vi har fået optimeret PCR reaktionen. Dog har Christoffersen (2010) ikke forsøgt at få PCR 
produkt med nukleart DNA, hvis der ikke er produkt med mtDNA. Det kunne have givet en 
god indikation af hvilken siblingeart der var tale om, hvis alle prøver var amplificeret med 
nukleart DNA og skåret med Cfr113I og EaeI, uanset om der var PCR produkt fra mt-DNA. I 
vores forsøg har vi kun meget få replikater fra hver station (mellem to og fire) i modsætning 
til Christoffersen (2010), der ofte har omkring 10 replikater. Dette kan muligvis have 
betydning for gyldigheden af vore resultater, da udfaldet af PCR produkter i et gentaget 
forsøg, kunne være anderledes hvis vi tilfældigt udvalgte nye DNA prøver  
Generelt fik vi optimeret udbyttet af PCR, ved at ændre på PCR reaktionen. Men det var 
stadig ikke muligt, at få PCR produkt, for samtlige DNA prøver. Det kan indikere to ting, 
nemlig at der stadig er inhibitorer der forhindrer PCR amplificering, eller at sekvensen for 
specifikke børsteorme er ændret fra de oprindelige, hvis der eksempelvis er tale om en ny art. 
Den sidste mulighed, ville kræve, at sekvenserne blev undersøgt, således at primerne 
eventuelt kunne tilpasses de nye polymorfier og derved give PCR produkter.  
I forbindelse med vores indsamlede orme fra feltturen, var der DNA fra én børsteorm som 
gav PCR produkt ved alle tre primere. Derudover var der to DNA prøver, som gav PCR 
produkt med 18S og to DNA prøver der gav produkt med COI (HCOI2198 og 48°). Dermed 
gav det mulighed for at identificere 5 ud af 6 børsteorme. Det var dog kun tre af ormene der 
blev undersøgt med RFLP og det var dem der gav PCR produkt med 18S. Det viste sig, at alle 
tre orme sandsynligvis var M. viridis, som vi havde forventet. I ét tilfælde var vi sikre på at 
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det var korrekt, da alt PCR produkt var skåret med Cfre13I. For de andre to var der stadig 
PCR produkt tilbage. Til gengæld var der ikke skåret noget PCR produkt med EaeI, og derfor 
tyder det på, at de var M. viridis og ikke hybrider. Hvis restriktionsenzymerne havde virket 
korrekt, ville det være muligt at få en dobbeltpositiv prøve, i det tilfælde hvor der var PCR 
produkt for alle tre primere. På trods af, at vi har anvendt plasmidet PFH2102, for at sikre at 
restriktionsenzymerne stadig virker, kan der være urenheder i DNA som betyder at 
restriktionsenzymerne ikke skærer PCR produktet. Derfor kunne vi have inkuberet plasmid 
sammen med PCR produkt, og derved undersøge hvorvidt restriktionsenzymerne ville skære. 
Men dette var som sagt ikke tilfældet, da der ikke var fokus på at optimere RFLP. 
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Konklusion 
Vi har fundet ud af, at PCR reaktionerne kan optimeres, så udbyttet øges, ved flere forskellige 
tiltag. Det ene tiltag er at DNA prøverne fortyndes og koncentrationen af primerne 16S og 
18S halveres. Det har også vist sig effektivt, at udskifte Qiagen Mastermix med Dream Tag 
Mastermix. Det sidste tiltag var at tilsætte BSA til prøverne før PCR. Disse tiltag betød, at vi i 
alt fik PCR produkter for 22% ved COI, 28% ved 16S og 40% ved18S, ud af i alt 45 
Marenzelleria børsteorme. Der er ikke opnået PCR produkt for samtlige børsteorme, og det 
kan tyde på inhibitorer eller at template DNA er ændret, som kan ske ved nye siblingearter. 
De ændringer der er lavet i forbindelse med PCR, tyder på at der har været inhiberende 
stoffer, der har påvirket DNA template eller DNA polymerasen, således at PCR produkter er 
udeblevet. Det er ikke undersøgt hvilke mulige stoffer der kan være tale om. Det tyder ikke 
på, at ændring af annealing temperatur eller Mg2Cl
-
 koncentration har nogen positiv effekt på 
PCR udbyttet. Ved DNA ekstraheringen blev der anvendt Chelex
®
100, som kunne risikere at 
inhibere PCR, og derfor blev proteinaseK benyttet som en alternativ ekstraheringsmetode. 
Dette havde dog ikke nogen positiv effekt på antallet af PCR produkter. DNA ekstrahering af 
børsteormene gav varierende DNA koncentration og varierende DNA fragmenter, som blev 
udtrykt ved agarose gelelektroforese og fotospektrometri. Det tydede dog ikke på, at det 
skulle have betydning for PCR udbyttet. 
Ved brug af PCR/RFLP blev 30% af 39 børsteormene sandsynligvis identificeret som 
Marenzelleria viridis, da det nukleare DNA blev skåret med Cfr13I. Ingen af PCR 
produkterne er blevet skåret med EaeI, som ville være et udtryk for at det var M. neglecta 
eller en hybrid der var tale om.  
I forbindelse med vores seks indsamlede børsteorme, opnåede vi PCR produkt fra én orm 
med alle tre primere, og for tre orme opnåede vi PCR produkt med det mitokonrielle DNA 
18S. Det tyder på, at de alle tre er Marenzelleria viridis, og i ét tilfælde var vi meget sikre, da 
alt PCR produkt var skåret med Cfr13I. Generelt er der intet der tyder på, at Marenzelleria 
neglecta er tilstede i Danmark på nuværende tidspunkt. 
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Perspektivering 
De invasive børsteorme Marenzlleria, kan muligvis få betydning for marine samfund på sigt. 
Indtil videre er det kun Marenzelleria viridis, der er fundet ved danske kyster, og det er ikke 
fuldt afklaret om Marenzelleria neglecta ikke er kommet til Danmark endnu, om den ikke er 
etableret i Danmark eller om den slet ikke vil spredes til Danmark. Dette kunne der laves flere 
undersøgelser omkring. Det er vigtigt, at få kortlagt hvor børsteormene findes og hvilke 
siblingearter der er tale om. Det har vist sig, at genetisk analyse, har været en effektiv måde, 
at skelne mellem siblingearter. Men der er indtil videre ikke forsket ret meget i hybrider af 
forskellige arter.  
Vi har i vores studie fundet ud af at optimere udbyttet af PCR, ved PCR/RFLP metoden, til 
identifikation af børsteormene Marenzelleria. Men på trods af øget antal PCR produkter har 
det ikke været muligt, at få PCR produkter for samtlige undersøgte børsteorme. Dermed kan 
metoden stadig forbedres, og der kunne med fordel laves yderligere undersøgelser omkring 
hvilke specifikke stoffer der inhiberer PCR, eller flere tiltag til at fjerne inhibitorer. En anden 
mulighed, kunne være at undersøge hele genomet for Marenzelleria børsteormene og 
undersøge størrelsen på det nukleare DNA og antallet af mtDNA kopier. Det kunne give 
mulighed for at forbedre primerne, og det ville specielt være hensigtsmæssigt i de tilfælde, 
hvor restriktionsenzymerne ikke skærer PCR produkter. Hvis der er dannet nye arter eller der 
er opstået hybrider, kan PCR/RFLP forbedres ved at kende til genomet. I det hele taget er der 
også rig mulighed for at lave yderligere undersøgelser af RFLP, for at forbedre denne teknik 
til identifikation af børsteormene.  
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